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REACTIONS ANORMALES D'UNE CULTURE DE Salmonella typhi 
AUX BACTERIOPHAGES DE LA LYSOTYPIE (1). 


Le groupe des types D de S. typhi déterminés par la lysotypie, 
suivant la méthode de Craigie et Felix, 1947 [4], comprend les 
sous-types D,, D,, D, (le D, a été supprimé), D, et D,. Le sous- 
type D, est caractérisé dans les conditions de notre expérimen- 
tation (Jude et Nicolle, 1949 [2], Nicolle et Jude, 1951 [8]), par 
Vobtention d’une lyse confluente avec les phages Vi D,, D,, D, 
et D, et d’une lyse partielle (plages plus ou moins nombreuses, 
mais rarement confluentes) avec le phage Vi D, (fig. la). Les 
sous-types D,, D, et D, ne subissent la lyse qu’avec leur 
phage Vi homologue (fig. 16). Le sous-type D,; enfin est lysé 
par les phages Vi D, et D,, a l’exclusion des autres (tableau I, 


(*) Société frangaise de Microbiologie, séance du 10 mai 1951. 

(1) La lysotypie est le terme par lequel nous traduisons en frangais 
l’expression « phage typing », c’est-a-dire la détermination des types 
d’une espéce bactérienne par les bactériophages (Nicot1e, Juve et 
Burriaux, 1950). 


Annales de UInstitut Pasteur, t. 84, n* 3, 1951. 17 


246 ANNALES DE L°INSTITUT PASTEUR 


schéma 1). Les réactions des types D aux phages Vi spécifiques 
sont parmi les plus nettes et les plus faciles 4 interpréter de 
la méthode. 

En septembre 1950, le Centre de lysotypie de |’Institut Pasteur 
a recu d’un laboratoire d’outre-mer une culture de S. typhi 


Fic. 14, — ,Lysotypie de la culture Dak. 3. a, subculture d'une colonie D,: 


6, subculture d'une colonie D,; c, culture originelle. 


(Dak. 8), appartenant au type fermentatif I de Kristensen, 
1938 [4], c’est-a-dire attaquant le xylose et non l’arabinose, qui 
manifestement faisait partie du groupe des types bactériopha- 
giques D, mais par exception, ne pouvait étre classée parmi |’un 
des sous-types de ce groupe: cette culture subissait une lyse 
partielle avec les phages Vi D,, D,, D, et D, et la lyse confluente 
avec le phage Vi D, (fig. le et tableau I, schéma 3). Ce ne 
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pouvait étre un type D, (2) puisque la lyse était totale avec le 
phage ViD,, et partielle seulement avec les autres phages Vi 
du groupe D. Ce ne pouvait étre non plus un type D,, malgré 
la lyse totale avec le phage Vi D,, puisque les autres phages Vi 
du groupe produisaient une lyse importante quoique partielle. 

En présence d’un tel schéma, il nous a semblé que la culture 
Dak. 3 était un mélange des types D, et D, dont les réactions se 
trouvaient en quelque sorte additionnées (tableau I, schéma 2). 

La culture Dak. 3 est un mélange des deux types D, et D,. — 
Pour le prouver, nous avons pratiqué un isolement de germes sur 
plaque de gélose et nous avons prélevé au hasard 12 colonies. 
Notons incidemment que toutes les colonies présentaient la méme 
morphologie et plus spécialement, A l’examen en transillumi- 
nation oblique, Virisation caractéristique (Nicolle, Jude et Le 
Minor, 1950 [5]), attestant que cette culture n’avait pas encore 
subi la dissociation Vi + —> Vi —. Les épreuves d’agelutination 
sur lame avaient montré, du reste, que la culture était aggluti- 
nable par le sérum anti-Vi et inagglutinable par le sérum anti-IX. 
C’était donc, tant par l’épreuve des sérums que par celle des 
phages Vi, une culture Vi pure. 

Les subcultures des 12 colonies furent soumises a la lysotypie : 
4 dentre elles fournirent le schéma classique du type D, (fig. 1 a) 
et les 8 autres, celui, non moins caractéristique, du type D, 
(fig. 1b). La culture Dak. 3 était done bien un mélange, en 
proportions a peu pres équivalentes, d’éléments D, et d’élé- 
ments D,. 

Les 4 cultures D, appartenaient au type fermentatif I de 
Kxristensen : elles faisaient fermenter le xylose, mais non l’ara- 
binose. Les cultures D, ne faisaient fermenter aucun de ces deux 
elucides : elles devaient donc étre classées dans le type II de 
Kristensen. 

Précisons que le caractére xylose + n’est en aucune facon lié 
au type D,, pas plus que le caractére xylose — ne lest au 
type D,. Il existe des D, xylose — et des D, xylose + (Olitzki, 
1948 [6], Jude et Nicolle, 1949 [2}). 


ProBLEMES POSES PAR LA PRESENCE, DANS UNE MEME CULTURE, 
DE DEUX TYPES BACTERIOPHAGIQUES 
APPARTENANT A DES TYPES FERMENTATIFS DIFFERENTS. 


La présence, dans une méme culture, de deux types bactério- 
phagiques pouvait s’expliquer de plusieurs maniéres : 

a) Ces deux types proviendraient d’une infection mixte pro- 
voquée par une double contamination avec un bacille typhique 


(2) Nous emploierons désormais, pour simplifier, le mot type au lieu 
de sous-type chaque fois qu’il sera question des sous-types D, et D,. 
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du type,D, et un bacille typhique du type D,. Une telle éven- 
tualité n’a théoriquement rien d’impossible. Il y a méme tout 
lieu de penser qu'elle doit se produire avec une certaine fréquence. 
Mais on concoit aisément que les infections mixtes passent 
presque toujours inapercues, soit en raison de la prédominance 
numérique d’un germe sur l'autre, soit parce que les cultures qui 
parviennent aux Centres de lysotypie ont pour origine tres souvent 
une colonie unique. Elles ne contiennent donc que l’un des 
éléments du mélange primitif éventuel. Notons a ce sujet que 
Helmer et coll., 1940 [7], ont isolé chez un méme malade les 
types F, et F,. Mais il n’est pas possible de savoir sil s’agit Ja 
Wune infection mixte ou bien de la transformation partielle d'un 
lype en lautre. 


TabLeau |. — Schéma des réactions des cultures de 8S. thyphi 
des types D aux phages Vi spécifiques. 


ae : Préparations de phages Vi 
Scheua pouches (Craigie & PFelix.1947) 
n al : 


DI+D6 


culture 
Dak.3 


LT = lyse totale:la gélose est complétement dénudée a 
l'endroit ol une goutte de la solution de phage 

a été déposée;éventuellement quelques colonies 
secondaires. 

lyse partielle:présence de plages bactéri j 

non confluentes dans le aun pictérisn = eee 
absence de lyse:culture normale A l'endroit ot la 
goutte de dilution de phage a été déposde. 


ro) 
Mo) 
if 


b) Le mélange a pu se produire au laboratoire par souillure 
accidentelle d’une culture du type D, par une culture du 
lvpe D, ou inversement. 


TYPES BACTERIOPHAGIQUES DE S. TYPHI 249 


c) I) pouvait s’étre produit, dans la culture primitivement homo- 
gene, une mutation de certains éléments D, en éléments D, ou 
d’éléments D, en éléments D,, mutation analogue aux altérations 
de types signalées par Craigie, 1942 [8], Craigie et Felix, 1947 [4] 
et Felix et Anderson, 1951 [9], avec le type F, et le type E,. 

d) D’autre part, l’existence, dans une méme culture, de deux 
types fermentatifs, peut s’expliquer par les mémes hypothéses. 
Strietter, 1932 [40], a signalé un semblable mélange dans une 
culture fraichement isolée. A ce sujet Kristensen, 1938 [4], hésitait 
a4 se prononcer entre une infection mixte et une transformation 
partielle. 

Certains auteurs, en particulier Attimonelli, 1947 Adi eeu, 
1949 {42}, affirment avoir obtenu en culture la transformation 
d’un type en un autre. 

Pour tenter de trancher ces questions, nous avons entrepris une 
étude détaillée de la culture Dak. 3. Nous avons d’abord cherché 
i préciser les proportions respectives des deux types bactério- 
phagiques. Nous avons done pratiqué de nouveaux isolements de 
colonies aprés plusieurs repiquages de la culture originelle. 


DIMINUTION PROGRESSIVE DE LA PROPORTION EN ELEMENTS D, 
AU COURS DES REPIQUAGES 
ET MAINTIEN PARADOXAL DE LA PROPORTION DES ELEMENTS 
APPARTENANT AU TYPE FERMENTATIF I bE KRISTENSEN. 


Dans la culture originelle Dak. 3. — Nous avons dit que le 
premier isolement de colonies nous avait donné la proportion 
de 8 colonies D, pour 4 colonies D,. Les isolements ultérieurs 
pratiqués aprés plusieurs repiquages de la culture Dak. 3 sur 
gélose inclinée nous montrérent que celte proportion ne se main- 
tenait pas. 

Les pourcentages des deux types bactériophagiques se sont 
modifiés de la fagon suivante (tableau II). 

Il semble done qu’au cours des repiquages, le type D, céde 
trés rapidement la place au type D,. 

Mais, a cette disparition presque compléte du type D,, aurait 
da correspondre une diminution paralléle du type fermentatif 
de Kristensen, puisque les éléments D, du mélange sont carac- 
térisés par leur pouvoir d’attaquer le xylose. 

A notre surprise, nous avons constaté que le type xylose + 
subissait une diminution sensiblement moindre (tableau II). 

Le non parallélisme entre la diminution des pourcentages du 
type D, et du type xylose + s’explique par Vapparition de 
germes xylose + présentant les réactions du type D,. 

Un examen plus attentif des résultats de la lysotypie nous a 
montré qu’en réalité il ne s’agissait pas de type D, véritable, 
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Tapteau I]. — Variations du nombre des types bactériophagiques 
et fermentatifs au cours des repiquages de la Souche Dak. 3. 


. Nombre Souche Dak.3.-Pourcentages des types 
de bactériophagiques | fermentatifs 
repiquages DI D6 xyl+ | xyl- 


‘= dont 20 du type xylose positif 
**= dont 13 du type xylose positif 
***= dont IO du type xylose positif 


mais d'un type « D, imparfait » caractérisé par une lyse par- 
lielle au lieu d’une lyse totale avec le phage D,, et absence de 
lyse avec les autres phages Vi D. La lyse partielle produite avec 
le phage Vi D, est identique a celle que l’on observe avec le méme 
phage sur le type D,. 

Dés lors, il nous a semblé que ces bacilles, donnant la réaction 
imparfaite du type D,, pouvaient bien étre des bacilles du 
type D, ayant acquis une insensibilité totale aux phages D,, D,, 
D, et D;, et ayant gardé leur sensibilité partielle au phage D, 
et leur caractére xylose +. La transformation des germes D, en 
germes D, imparfait s’est produite de toute évidence au cours 
des repiquages de la culture Dak. 3. Que se passerait-il si l’on 
pratiquait artificiellement un mélange de bacilles des types D, 
xylose + et D, xylose —? 

Dans un mélange arltificiel de cullure D, ef de culture D,. — 
Nous avons ensemencé des tubes d’eau peptonée avec un méme 
volume de cultures des types D, xylose + et D, xylose — de 
méme age et d’opacité égale provenant lune et Vautre de 
colonies isolées de la culture originelle Dak. 3. 

Ces deux cultures, malgré de nombreux repiquages, avaient 
gardé leurs caractéres lysotypiques et fermentatits. 

Les mélanges en eau peptonée, aprés vingt-quatre heures 
d’étuve, ont été repiqués en série sur gélose inclinée. Les résul- 
lats de ces deux expériences (mélange 1 et mélange 2) figurent 
au tableau IIT. 


‘Les résultats de ces deux expériences sont superposables dans 


\ 


leur ensemble & ceux qui ont été rapportés au tableau IT : dispa- 
riion totale ou presque totale du type D,, diminution moins 
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Tasteac Ill. — Variations du nombre de sri 
s types bactériophagi 
et fermentatifs au cours des repiquages des erties Goan Ge 
cult. D, et cult. D,. 


Pourcentages des es 

| een dans les mélanges o ore cult.D6 
types bactériophagiques types fermentatifs 
DI D6 DO aomse aryl > 1 


n°? 


imparfait 

non caractérisable 

dont 18 du type xylose positif 
dont 9 du type xylose positif 


ze 
Q 
° 
ono 


importante du type xylose +. Mais on note, surtout aprés un 
grand nombre de repiquages, l’apparition de formes non carac- 
térisables par perte de l’antigéne Vi. Cette altération nous a 
empéchés de prolonger les expériences. La plupart de ces formes 
non caractérisables appartenaient au type xylose +. 

Parmi les 21 colonies non caraclérisables du mélange 1, aprés 
le vingtiéme repiquage, 3 étaient du type II de Kristensen, les 
autres du type I. Ces caractéres fermentatifs permettent de sup- 
poser que les bacilles ayant donné naissance aux 3 premicres 
étaient inilialement du type D,, et que les 18 autres étaient soit 
du type D,, soit du type D, imparfait. Une constatation analogue 
a été faite aprés le quatorzi¢me repiquage du mélange 2: parmi 
les 12 colonies non caractérisables, 9 qui attaquaient le xylose 
avaient vraisemblablement pour origine des bacilles du type D,, 
ou du type D, imparfait. 


HypoTHESES SUR LA CAUSE DES VARIATIONS 
OBSERVEES DANS LES PROPORTIONS DES TYPES BACTERIOPHAGIQUES. 


Les bacilles du type D, disparaissent de la culture au cours 
des repiquages. Cette disparition ne serait-elle pas due a un 
phénomeéne d’antagonisme exercé par le type D, au détriment 
du type D,? Dans ce cas, on devrait constater une diminution 
paralléle du type xylose +. La lecture des tableaux précédents 
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a montré qu’il n’en était rien. Il faut done penser a une trans- 
formation du type D, en type D, avee conservation du pouvoir 
dattaquer le xylose. 

D’aprés de nombreux auteurs, les types bactériophagiques indi- 
vidualisés par Craigie et Yen, 1938 [43] et par Craigie et Felix, 
1947 [4], sont remarquablement stables, aussi bien in vivo qu’in 
vitro. C’est méme cette stabilité qui confére la grande valeur 
épidémiologique a la lysotypie du bacille typhique. Cependant, 
Craigie lui-méme, 1940 [44], puis Craigie et Felix, 1947 (4), 
admettent, dans certains cas, la transformation des types B,, C, 
D,, F:, N, O et T en type A, par extension de la sensibilité des 
cultures a tous les phages Vi de Craigie et Felix (cultures Vi- 
dégradées de Felix [45]). On sait en effet que le type A est lysé, 
non seulement par son phage homologue (phage Vi A), mais 
aussi par tous les phages Vi spécifiques des autres types. 

De notre cdté, nous avons eu l'occasion d’observer la trans- 
formation en type A d’un bacille du type D,: au cours des 
nombreux isolements de germes (plusieurs milliers) que nous 
avons pratiqués pendant Vexécution de ce travail sur une 
culture D, xylose +, nous avons isolé une fois une colonie dont 
les subcultures ont donné réguliérement les réactions du type A 
xylose +. 

En dehors de cette « dégradation » de la sensibilité spécifique, 
on a observé parfois des variations de types dues a l’action de 
bactériophages. Ces variations peuvent se manifester soit par 
un déplacement de Ja zone sensible d’un type vers un type voisin, 
soit par restriction de la sensibilité. Craigie, dés 1942 [8], avait 
admis que sous l influence de bactériophages provenant de 
cultures lysogénes de S. typhi, il survenait des changements dans 
les bactéries ayant échappé a l’action lytique (cultures secon- 
daires). Ces bactériophages, « phages latents » ou « agents y », 
se rencontrent réguliérement dans les cultures du groupe des 
types D. ‘La souche classique de S. typhi Vi, de Bhatnagar, 
Speechly et Singh, 1938 [46], appartient au type D,. Son phage 
latent, en se fixant sur un bacille du type E,, le transforme en 
type D,. 

Les souches ainsi infectées artificiellement par l’agent y 
montrent une remarquable stabilité malgré des subcultures 
répétées, Cependant Craigie, 1946 [47], pense que, si cette con- 
version limitée de type peut s’obtenir dans les conditions du 
laboratoire, il est peu probable qu’un tel changement puisse 
survenir fréquemment dans la nature. La lysotypie de S. typhi 
par les phages Vi conserve done toute sa valeur en épidémiologie. 

Récemment, Felix et Anderson, 1951 [9], ont constaté des faits 
identiques. Ces auteurs ont réussi, en traitant un bacille du type A 
par des phages extraits de cultures lysogénes, a obtenir des bacil- 
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les ayant acquis le plus souvent le type de ceux qui avaient fourni 
les phages : ainsi une culture du type A mise en contact avec les 
phages d,, d,, d, et ¢ provenant respectivement des types D,, D,, 
D, et T a donné, suivant le phage utilisé, une culture des types D,, 
D, imparfait, D, et T imparfait. D’autres transformations de types 
ont été obtenues a la suite du traitement par le phage f, dérivé du 
type F, ; parmi ces transformations, on observe celle du type D, 
en D,. 

De telles transformations de types sous |’influence des phages 
de lysogénéité ont été obtenues chez S. paratyphi B: Nicolle, 
Hamon et Edlinger, 1951 [48], ont montré que presque tous les 
types de cette espéce sont lysogénes et que le ou les phages 
portés par chaque type jouent certainement un role dans l’apparte- 
nance du bacille aux divers types de Felix et Callow, 1943 [49]. 
Hamon et Nicolle, 1951 [20], ont réussi, en utilisant les phages 
extraits de différents types, a transformer certains types. Les 
bacilles lysogénes élaborent parfois un seul phage qui peut étre 
« déterminant » pour le type ou « indifférent ». Le plus souvent 
ils possédent plusieurs phages dont un seul ou deux sont déter- 
minants. 

Les bactériophages des bacilles lysogénes ont done une grande 
importance soit pour déterminer l’appartenance naturelle aux 
types de S. typhi et de S. paratyphi B, soit pour transformer 
artificiellement un type en un autre type. 

Nous nous sommes demandé si la transformation du type D, 
en type D, imparfait, dans la culture mixte Dak. 3, n’était pas 
due précisément a l’action d’un phage. 

Lysogénéité des types D, et D,. — Un ensemencement en 
bouillon digestion a été fait A partir d’une subculture du type D, 
xylose +, provenant d’un isolement de germes de la souche 
Dak. 3. Aprés vingt-quatre heures d’étuve, la culture a été filtrée 
sur bougie L,. Le filtrat pur et ses dilutions ont été éprouvés sur 
plaques de gélose ensemencées avec une culture du type A. De 
nombreuses plages, trés petites mais visibles, se sont formées 
dans le gazon bactérien. Le phage extrait du type D, (d,) (3), régé- 
néré sur la culture du type A en bouillon digestion additionné 
de CaCl’, a atteint le titre de 2 x 10° corpuscules par centimétre 
cube. Eprouvé sur les cultures Vi de S. typhi appartenant aux 
différents types, ainsi que sur plusieurs cultures du méme 
eerme dépourvues d’antigéne Vi, il s’est montré souvent actif 
(tableau IV). La culture D, est done lysogéne, mais le phage d, 
qu’elle met en liberté n’est pas un phage Vi. 


(3) Suivant la régle de nomenclature adoptée par Felix et Anderson, 
1951 [9], les phages extraits des cultures des types D, et D, sont dési- 
gnés sous les signes d, et d,. 
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Tanteau 1V. — Action des phages d, et d, sur des cu'tures Vi de 
S. typhi. Toutes les cultures ce- types non figures sur le tableau 
ont donné des résultats négatifs avec les deux phages. 


Phages |Cult. 
n? 


aucune action lytique 


uit 


+ = IO plages environ 
++ = 100 plages environ 
+++ = 


plus de I00 plages 


Au contraire, par les mémes manipulations, nous avons pu 
isoler, mais plus difficilement, d’une subculture d’une colonie D, 
xylose —, un phage (d,) n’atleignant au cours de sa régénération 
sur la culture type A qu’un titre trés bas: 4 x 10*. Ce phage 
a manifesté des propriélés lytiques sur certaines cultures Vi de 
S. typhi et s’est montré totalement inactif sur les cultures dépour- 
vues de l’antigéne Vi (tableau V). Le phage d, est done un 
phage Vi. C’est un principe lytique faible et a gamme d’activité 
restreinte. 


TaBLeAu V. — Action des phages d, et d, 
sur des cultures de S. typhi dépourvues d’antigéne Vi. 


Cultures de S.tvphi dépourvues d'antigténe Vi 


aucune action lytique 


+ = I0 plages environ 
++ = I00 plages environ 
+++ = plus de 100 plages 
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MopIFICATION DU TYPE BACTERIOPHAGIOUE DES CULTURES D, 
SOUS L’INFLUENCE DU PHAGE d,. 


Le phage d,, mis en contact & 387° pendant plusieurs heures 
avec une culture en eau peptonée du type D, xylose —, a produit 
une lyse facilement perceptible suivie de l’apparition d’une culture 
secondaire tardive. 160 colonies isolées de cette culture secondaire 
ont fourni des subcultures qui toutes avaient gardé le type bacté- 
riophagique et le type fermentatif de la culture initiale. Le 
phage d, est donc incapable de modifier les caractéres du type D,.- 
C’est un phage « indifférent » pour le type bactériophagique. 

Il en va autrement avec le phage Vi extrait du type D, 
(phage d,) : nous avons ensemencé avec une culture du type D, 
xylose + le lysat obtenu par J’action du phage d, sur une 
culture du type A en bouillon digestion. Aprés six heures d’étuve 
i 387°, nous avons pratiqué un isolement sur plaque de gélose 
et prélevé 50 colonies pour la détermination des caractéres lyso- 
typiques et fermentatifs. Toutes les colonies étaient restées 
xvlose +, mais 40, soit 80 p. 100, étaient devenues du type bacté- 
riophagique D, imparfait. 10 colonies (20 p. 100) avaient gardé 
le type D, initial. Une culture témoin du type D,, en bouillon 
digestion, soumise aux mémes épreuves, n’a montré aprés vingl- 
quatre heures d’étuve aucun changement parmi les 50 colonics 
isolées, 

EVOLUTION DES TYPES BACTERIOPHAGIQUES 
DANS UNE CULTURE DU TYPE D, EN PRESENCE DU PHAGE d,. 


Nous avons ensemencé le lysat d’une culture de type A en 
bouillon digestion par le phage d, avec une culture D, xylose +. 
Le tube a été maintenu a 37° pendant vingt-quatre heures. A inter- 
valles réguliers, des isolements de germes ont été faits sur 
plaques de gélose pour la numération des germes viables et la 
détermination des types bactériophagiques et fermentatifs. Ces 
déterminations ont été faites sur 100 colonies pour chaque 
prélévement. 

De plus, les mémes opérations ont été pratiquées sur une 
culture témoin du type D, en bouillon digestion. 

Les résultats figurent dans le tableau VI et sont schématisés 
dans le graphique 1. 

On constate en premier lieu un retard assez marqué de l’aug- 
mentation des germes viables dans la culture du type D, en 
présence du phage d,, par rapport a la culture témoin. Cependant, 
aprés vingt-quatre heures d’étuve, les deux cultures contenaient 
un nombre de germes viables sensiblement analogue. 

Au fur et & mesure des prélévements, on constate une dimi- 
nution rapide du pourcentage des bacilles du type D, avec appa- 
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Tas.tzAu Vl. — Evolution des types bactériophagiques 
de la culture D, en présence du phage d,. 


Moments Nombre de germes vivants Pourcentages des types 
des par centim+tre-cube dans le mSlange cult.DI + phage d6. 
prélévements cult.DI en cult.DI types bactériophagiques | types fermentatifs 
(heures) bouil.digestion|] + phage d6 DI _ nec xyl.+ xyl.- 
20.000 18.000 100 fe) 
19.000 20.000 100 fe) 
50.000 18.000 
124.000 23.000 100 0 
4 437.000 31.000 
5 1.400.0C0 77-000 100 0 
6 6.200.000 133.000 
tf 17.8CC.000 472.000 100 0 
8 122.000.000 2.900.000 
9 274.000.000 17.000.000 100 0 
10 285 000.000 37 000.000 
24 300.000.000 400.000.000 100 fe) 
400 
50 
10 
0 4k ae 5k VAS GR. 24k yon 
@ >, LD Dermparfat re 
Grapnigue 1. — Variations des types bactériophaziques et fermentatifs 


dans le mélange cullure D, + phage dg. 
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rition, puis augmentation de celui des bacilles du type D, 
imparfait et apparition d’une faible proportion de bacilles non 
caractérisables par perte de l’antigéne Vi. Dans aucun cas, il 
my a eu de changement du type fermentatif : toutes les sub- 
cultures des colonies, qu’elles fussent du type D, ou D, imparfait, 
attaquaient le xylose. 

Par la méthode suivie, on a pu assister, par conséquent, a la 
substitution progressive du type D, imparfait au type D, sous 
Peffet du hactériophage Vi d,. 


STABILITE DU TYPE BACTERIOPHAGIQUE ACQUIS. 


I] était intéressant de vérifier si le retour au type bactério- 
phagique initial était possible en débarrassant la bactérie de son 
phage de lysogénéité acquise. On sait que la lysogénéité artifi- 
ciellement acquise est moins stable que la lysogénéité naturelle 
(Bordet et Renaux, 1928 [24], et Burnet, 1932 [22]). Nous avons 
utilisé le formol] (Nicolle, 1947 [23], Nicolle, Jude et Buttiaux, 
1950 [24], Nicolle, Hamon et Edlinger, 1951 [48]) pour éliminer 
le bactériophage. Dans certains cas le retour au type D, initial 
a pu étre obtenu. La stabilité du type bactériophagique acquis 
semble done moins solide que celle du type naturel. 


Discussion. 


Peut-on, a4 la lumiére de ces expériences, expliquer pourquoi 
la culture Dak. 3 contenait deux sous-types bactériophagiques ? 

Nos résultats ont montré qu’il y avait incompatibilité entre la 
présence du type D, et du type D, dans la culture Dak. 3. Le 
type D, disparaissait rapidement pour faire place a un type D, 
imparfait. Ce dernier gardait cependant le caractére xylose + du 
type D, initial. Ces faits tendent a éliminer |’éventualité d’une 
infection mixte et celle d’une mutation du type D, en type D,. 
En effet, tous les germes du type D, dans la souche Dak. 3 initiale 
étaient xylose —, tandis que les germes D, transformés en D, 
imparfait étaient restés xylose +. La seule explication satis- 
faisante parait done étre une contamination accidentelle au labo- 
ratoire d’une culture d’un des types avec une culture de l’autre 
type. 


CONCLUSIONS. 


La culture de S. typhi Dak. 3 contenail en proportion a peu 
pres égale des germes appartenant aux deux sous-types bactério- 
phagiques Pyaeet, De Les premiers attaquaient le xylose, les 
seconds le laissaient intact. Par repiquages en série, le type D, 
xylose + a disparu rapidement. II] a été remplacé non par le 
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type D, xylose —, mais par un type D, imparfait attaquant le 
xylose. 

Les deux types D, et D, étaient lysogenes. Le D, contenait un 
phage actif indifféremment sur des souches Vi ou non Vi de 
S. typhi. Mis en contact avec une culture du type D,, il ne 
provoquait aucune transformation de ce type. Le phage extrait 
du type D,, au contraire, était un phage Vi. Il transformait le 
D, xylose + en D, imparfait xylose +. ‘La disparition du type D, 
dans la culture mixte était done due au phage élaboré par le 
type D,. Ce type D, imparfait était moins stable que les types 
naturels. 

L’évolution des types bactériophagiques dans une culture D, 
en présence du phage d, a été suivie méthodiquement. 

Ces faits montrent ]’existence d’une incompatibilité entre des 
sous-types bactériophagiques d’un méme groupe de type. 

Cette incompatibilité est due 4 la présence, chez l'un des types, 
d’un phage Vi qui modifie le caractére bactériophagique de l'autre 
type, mais se montre sans action sur le caractére fermentatul. 

Il parait assez vraisemblable que la présence de deux types dans 
la culture Dak. 3 est due a une contamination accidentelle. 

L’apparition spontanée (mutation?) dun germe de type A 
xylose + dans une cullure de type D, a été constatée. 


Résumé. — Une culture de S. typhi était composée de deux 
types bactériophagiques D, et D, qui appartenaient a des types 
fermentatifs différents. 

Par repiquages, le type D, a disparu: cette disparition était 
due a l’action d’un phage Vi porté par les bacilles du type D,. 
Le type D, a été transformé en type D, imparfait qui gardait le 
caractére fermentatif initial. 

Sous linfluence d’un phage Vi porté par les bacilles du type D,. 
il s’était transformé en type D, imparfait, tout en conservant son 
type fermentatif. Ces observations sont exactement superposables 
i celles qui ont été décrites par Felix et Anderson, 1951 [9], dans 
le cas des types F, et F,. ’ 
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LA « CG@LOGENESE » NEVRAXIQUE 
DU VIRUS COXSACKIE 


par C. LEVADITI. 


(Institut Alfred-Fournier et Institut National d’ Hygiene.) 


Un certain nombre d’ultravirus neurotropes ont la propriété de 
déclencher dans le névraxe central (encéphale et moelle épiniére) 
un processus de cavitation d’une structure et d'un mécanisme 
pathogénique éminemment intéressants. Je propose le terme de 
celogénése (du grec yolhos, creux (1), et yéveote, maissance) pour 
désigner ce phénoméne singulier. Or, le virus  neurotrope 
Coxsackie type B, découvert par Dalldorf et Sickles [4] (dont les 
constatations ont été confirmées par Dalldorf, Sickles, Plager et 
Gifford [2], Melnick, Shaw et Curnen [3], Howitt [4], Armstrong 
et coll. [5], etce.), est doué de ce pouvoir ccelogénétique dont nous 
avons déja eu l’occasion de parler dans un article paru en 1950 [6]. 
Nos recherches ultérieures concernant cette cavitation provoquée 
par le virus Coxsackie nous ayant permis d’en préciser la signi- 
fication et le mécanisme histo-pathologique, nous leur consacrons 
le présent mémoire. 

Aprés une description des méthodes expérimentales utilisées, 
nous essaierons de déterminer les principaux caractéres cytolo- 
giques du processus, ainsi que le mécanisme qui préside a ]’appa- 
rition des cavités, pour terminer par une comparaison entre la 
ceelogénése provoquée par la souche encéphalitogéne du virus 
Coxsackie (que nous désignerons par l’abréviation : type B) et 
celles dues a d'autres virus, en particulier ceux de Vherpés et 
de Vencéphalite du Renard, objet de certaines de nos recherches 
déja anciennes. 

right 


Rappelons d’abord briévement qu’il existe de nombreux types 
de virus Coxsackie, définissables sérologiquement, dont l’un, le 
type B, est particuligrement et spécifiquement neurotrope, alors 


(1) On trouve la méme racine dans le terme : « ccelomyélie » proposé 


par H. Roger en 1892 pour désigner les cavités pathologiques de la 
moelle épiniére. 
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que les autres (types A, C, D, etc.) présentent une affinité sélective 
a légard des muscles striés. Mentionnons, par ailleurs, un fait 
actuellement indiscutable, 4 savoir que les virus Coxsackie ne 
sont pathogénes que pour les souriceaux nouveau-nés, agés de 
2 4 5-6 jours (non encore sevrés), leur activité morbigéne étant 
nulle pour les souris adultes. Seuls des éléments cellulaires 
(neurones ou myocytes) en voie d’évolution constituent un milieu 
de synthése propice au développement de ces ultragermes au sein 
du complexe nucléo-protidique représenté par le noyau et le cyto- 
plasme des neurocyles et de ces myocytes. L’alimentation lactée 
intervient-elle pour assurer l’efficacité de l’attaque de ces virus, 
comme c’est également le cas dans la cancérigénése ? C’est 1a un 
point qui reste encore obscur. 

Ceci dit, signalons que toutes nos recherches ont été effectuées 
avec le type B que MM. Dalldorf et Sickles ont bien voulu nous 
faire parvenir, ce dont nous les remercions trés cordialement. 
Nos remerciements s’adressent également & MM. Vaisman et 
Dunoyer, qui ont mis au point |’expérimentation chez l’animal. 


Historique des constatations concernant l’affinité névraxique 
du type B. 


En 1948 et 1949, ni Dalldorf et Sickles [7], ni Dalldorf, Sickles, 
Plager et Gifford [2] n’insistent sur l’affinité neurotrope des 
souches isolées par eux, le probleme, plus frappant, posé par 
Vaffinité myotrope de ces virus ayant retenu toute leur attention. 
Pour la premiére fois, en 1950, Dalldorf [8] montre que le type B 
« provoque également des lésions du cerveau », lésions que 
bientot cet auteur devait décrire magistralement [9] : « Les souri- 
ceaux du groupe B présentent une encéphalopathie intense. 
Celle-ci concerne les hémisphéres cérébraux et consiste d’abord 
en une destruction des neurones, a laquelle fait suite un ramol- 
lissement de la substance fondamentale, aboutissant a une dégéné- 
rescence kystique. Des lésions moins importantes se produisent 
dans le reste du névraxe, mais, en général, elles s’arrétent a la 
partie supérieure de la moelle épiniére. En aucun cas nous 
n’avons observé de destruction des cornes antérieures de cette 
moelle et ce n’est que rarement que les lobes olfactifs ont. été 
atteints ». Deux photomicrographies accompagnent ce travail, 
dont l’une représente des lésions précoces du cerveau, avec désin- 
tégration (fonte) des cellules parenchymateuses au niveau du 
cortex, et l’autre des altérations cérébrales plus tardives avec 
vacuolisation de l’encéphale. 

D’autre part, Melnick [40] affirme, preuves photomicrogra- 
phiques a l’appui, que « la lésion du cerveau, spécialement dans 
l'hippocampe, est caractérisée par une lyse des cellules ganglion- 
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naires (neurones) et par la présence de débris nucléaires frag- 
mentés ou dispersés. La dégénérescence du tissu nerveux se 
manifeste par une perte de son architecture, qui fait place a un 
matériel d’aspect spongieux contenant de gros phagocytes. On 
décele également une augmentation du nombre des éléments 
cellulaires au niveau des leptoméninges ». L’auteur ajoute, par 
ailleurs, que la virulence du systeme musculaire est supéricure 
a celle de l’encéphale. Les deux figures qui accompagnent ce 
mémoire représentent les lésions encéphaliques d'un souriceau 
dgé de 7 jours, sacrifié le deuxiéme jour de sa paralysie (gros- 
sissements : 60 x 1 et 240 x 1). 

Nous-méme [6] avons donné, en 1950, une description sommaire 
des altérations microscopiques de lencéphalite des jeunes souri- 
ceaux contaminés avec le type B de Dalldorf, description dont 
voici l’essentiel (2 photomicrographies accompagnent ce travail) : 

« Souriceaux agés de 3 a 4 jours. Encéphalite diffuse, péri- 
vascularite monocytaire, infiltration du parenchyme par des poly- 
nucléaires caryolysés ou oxyphiles, légére neuronophagie. Au 
niveau de la corne d’Ammon, formation de cavités tissulaires avec 
destruction intense des cellules nerveuses. Le processus semble 
débuter par une chromatolyse et une disparition intégrale des 
corps de Nissl. Ie neurone s’hypertrophie, dégénére, puis se 
désintégre, donnant ainsi lieu a la formation de cavités plus ou 
moins confluentes. Les noyaux de certaines cellules nerveuses 
présentent des modifications ressemblant A celles de lherpés 
(augmentation de volume, oxyphilie du nucléoplasme, accolement 
de la chromatine a la paroi nucléaire). Enfin, des monocytes 
renferment dans leur cytoplasme, d’une part des inclusions 
oxyphiles, d’autre part une poussiére de fines granulations légé- 
rement basophiles, dont Paccumulation dans des vacuoles com- 
prime les noyaux et les déplace, les rendant ainsi excentriques. » 


Or, si les trois derniers travaux cités ci-dessus comportent 
une description de lencéphalopathie provoquée par le type B, 
avec mention des effets ccoelogénétiques de cette souche, aucun 
auteur n'a étudié le mécanisme de la ccelogénése, ni la 
signification des éléments cytologiques qui participent a Vappa- 
rition de ce singulier phénoméne. C’est principalement de ces 
problémes quwil sera question ici. 


Trecunigur. — Des souriceaux non-seyrés, Agés de 3 jours, sont 
inoculés, par voie transcranienne, avec une suspension 2 1/10 de 
virus B. Ms sont sacrifiés malades le cinquiéme jour. Fixation de 
Vencéphale au Bouin-Brasil, coloration au Giemsa lent ou au_ bleu 
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de Unna, 4 Vhématoxyline ferrique (coloration double au rouge neutre) 
b 


et & Vhématéine-éosine (2). 


R&suLtTats. 


Il] va de soi que les altérations encéphaliques sont de trois 
ordres, soit : 

1° Lésions méningées, 

2° Lésions des éléments nobles (neurones), 

3° Léstons de la substance blanche [rappelant celles des « leuco- 
névraxites » (3)] et aboutissant a la coelogénése. 

Il n’est, pour s’en rendre compte, que d’examiner les micro- 
photographies et les schémas ci-aprés. 


1° ALTERATIONS MENINGEES. 


Les méninges corticales, ainsi que les plexus choroides, sont 
le siége de modifications cytologiques qui débutent dés la sixiéme 
ou la douziéme heure, ainsi qu’il ressort de l’essai suivant : 


ExpERIENcCE. — Un mélange d’encéphales de 10 souriceaux (inoculés 
par voie transcranienne), morts le troisiéme jour, ou sacrifiés malades 
le troisiéme ou le quatriéme jour de 1’évolution de lVencéphalite 
\ virus B, est administré, par voie cérébrale, 4 14 souriceaux neufs, 
lesquels sont examinés, 2 par 2, les sixiéme, douziéme, dix-huitiémc, 
vingt-quatriéme, trente-sixiéme, quarante-huitiéme et soixante-douziéme 
heures aprés l’inoculation. On constate que la méningite, qui sc 
déclare, comme nous venons de le dire, dés la sixéme ou la douziéme 
heure, s’intensifie par la suite et atteint son maximum 3% la trente- 
sixiéme heure. 


Il s'agit d@un processus caractérisé par une accumulation pro- 
gressive de lymphocytes, de polynucléaires et, ¢a et la, de macro- 
phages volumineux, dont quelques-uns ont phagocyté de rares 
hématies. 


2° ALTERATIONS NEURONIQUES. 


Ces altérations intéressent les neurones de la corticalité, de la 
région de l’hippocampe et surtout des trois couches de la corne 


(2) Nous remercions M¥¢ Barrat et M™@™° Dunoyer, qui ont effectué la 
partie histologique de ce travail. 

(3) Nous avons proposé de désigner les modifications histologiques 
de la substance blanche par le terme : leuconévrazites, plus approprié 
que celui de leucoencéphalites, utilisé récemment par M. Francois 
Lhermitte (Les leucoencéphalites, Flammarion, éditeur, Paris, 1951). 
Voir, au sujet de la pathologie des leuconévraxites, le travail publié tout 
derniérement par Lumsden (Brit. Med. J., 1951, n° 4714, 1035). 
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d’Ammon. On en décéle des traces dés la douziéme heure, suivies, 
i partir de ce moment, d’une alternance de la neuronolyse. 
a laquelle se substituent, vers le deuxiéme jour, des lésions 
constantes et de plus en plus térébrantes. La figure 1 représente 
(A un petit grossissement : 170 x1) de telles altérations des 
éléments nobles au niveau des trois couches de la corne d’Ammon 
(le cinquiéme jour). Un grossissement de 1 400 x 1 (fig. 2) permet 


Fic. 14. — Souriceau 1712. Sacrifié le cinquiéme jour. Hématoxyline ferrique 
+ rouge neutre. (Gross. : 1701.) Cercle @ : corne d’Ammon, couches 
externe et interne En 6: lésions encéphalitiques intenses au point de jonction 
de ces deux couches. En c: mémes lésions, plus accentuées, dans la zone 
médiane de la corne d’Ammon. En d : sinus latéral. (Cette microphotographie 
et les suivantes ont été exécuiées par M. Manigault, de l'Institut Pasteur.) 


d’observer l'état de ces neurones et l’envahissement des interstices 
neuroniques par des leucocytes polynucléaires. Cet envahissement 
apparait plus nettement encore dans la figure 3 (méme grossis- 
sement ; coloration au Giemsa). A ce niveau, les polynuciéaires 
sont en vole de caryolyse et intensément oxyphiles. Les neurones 
présentent des signes. nets de chromatolyse; leurs noyaux, 
déformés, se colorent mal; la neuronophagie est cependant dis- 
créte. A un stade plus avancé du processus, les neurocytes se 
fragmentent et se transforment en débris a peine identifiables. 


a 
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Un fait est évident: c’est la dégénérescence ballonnée de 
certains neurones, dont |’état rappelle celui de ces mémes éléments 
au cours de l’infection herpétique expérimentale du lapin. La 
basi-chromatine se condense sous forme de grains, qui se dis- 
persent et s’accolent a la membrane, cependant que 1l’oxy- 
chromatine la remplace au sein de la masse nucléaire (fig. 3). 


b 


Fic. 2..— Souriceau 1715. Sacrifié le cinquiéme jour. Giemsa lent. (Gross. : 
4 400 X41.) Corne d’Ammon. Ena: vaisseau néoformé. En 6 et d : neurones 
dégénérés. En c : noyaux de polynucléaires caryolysés et oxyphiles. 


En résumé, un processus lylique intense, témoignant d’une 
affinité élective du virus B pour les éléments nobles du névraze, 
nous autorise a classer ce virus parmi ceux des EcTopDERMOSES 
NEUROTROPES proprement dites. 


3° CoELOGENESE. 


La ccelogénése est l’aboutissement final de ce processus encé- 
phalitique, en lui-méme extrémement rapide, puisqu’il provoque 
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la mort des souriceaux en deux, trois ou cing jours au maximum. 
Nous l’avons constatée dés le troisiéme ou le quatriéme jour, le 
moment de son apparition variant d’ailleurs d’un sujet a l’autre 
dans une méme série de souriceaux (contaminés toujours par vole 
transcranienne). Voici une description sommaire, et quelque peu 
schématique, de ce processus de cavitation : 

Trés précocement aprés inoculation, on observe dans diverses 


Fic. 3. — Sourtcean 17/5. Sacrifie le cinquiéme jour. Unna + hématoxyline fer- 
vijue. (Gross, : 4 400 X 4.) Degénérescence bal onnée, type herpélique, des 
ne rones (corned Ammon). Ena: polynuciéaire caryolyse et oxyphile. En 6: 


Id. En c : Id. Bu d, e et f: noyaux de neurones atteints de dégénérescence 
bailonneée, type herpétique. 


zones cérébrales (corlicalité, hippocampe et, parfois, la corne 
d’Ammon) des hémorragies plus ou moins diffuses, se 
situant principalement dans la substance blanche. Celle-ci subit 
progressivement une dégénérescence oxyphile, faisant suite 4 une 
nécrobiose 4 laquelle participent A la fois le processus hémor- 
ragique et l’action propre du virus. Des polynucléaires et de petits 
monocytes envahissent cette région nécrobiosée et, en fort peu 


de temps, les éléments diapédéliques se caryolysent et deviennent 
i leur tour oxyphiles. 
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C'est généralement aux dépens de cette nécrobiose que s’effectue 
la coelogénése. Au fur et & mesure que celle-ci évolue, la présence 
de cavités de plus en plus volumineuses confére au tissu nerveux 
un aspect spongicux, peu importe qu’il s’agisse de plages neuro- 
niques, ou de régions déterminées de la substance blanche. La 
figure 4 (cercle) indique emplacement de ces cavités ccelogéné- 
liques dans la zone corticale de l’encéphale (grossissement : 


a 


Pro, 4. — Souriceau 1712. Sacrifié le cinquiéme jour, Hématoxyline ferrique. 
(Gross. : 47 X41.) En a@ : cercle entuurant une zone de cavitation dans la cor- 
ticalité, prés du sinus médian. 


17 x 1); la coloration a Vhématoxyline ferrique les met en 
valeur. A un grossissement plus fort (200 x 1, fig. 5) on voit 
Vaspect évolutif de ces cavités, situées presque au contact des 
méninges corticales. 

Or, ces formations cavitaires, dont Torigine dégénérative et 
inflammatoire ne fait aucun doute, impliquent une réaction défen- 
sive el réparatrice, dont les tissus environnants sont le principal 
point de départ. Cette réaction se traduit par une néoformation 
vasculaire de capillaires & endothéliums volumineux, s’entourant 
de cellules mésogliques. Ces cellules, que nous désignerons par les 
termes de cellules granulo-adipeuses (selon la terminologie de del 
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Rio Hortega [44]), se multiplient « 4 vue d’ceil », se détachent des 
capillaires néoformés, se libérent et viennent flotter dans le liquide 
exsudatif qui remplit Ja cavité. La figure 6 donne une idée des 
détails de ce processus, que nous avons représenté également dans 
les schémas I et II. 

Les éléments mésogliques en question, que l’on peut voir dans 


5. — Souriceau 17/5. Sacrifié le cinquieme jour. Hématoxyline ferrique. 
(Gross, : 200 X 4.) Cavitation intense dans la zone corticale. En a ; méninges. 
En 6: centre de la cavitation. 


la figure 7, se multiplhent par voie de cinése, ainsi que l’indiquent 
les images 1 4 4 du schéma I. Ils sont pourvus d’un, et, parfois, 
de deux noyaux, habituellement excentriques, et d’un cytoplasme 
vacuolaire. Certaines des vacuoles cytoplasmiques renferment des 
inclusions basophiles et des dérivés lipidiques, résultant de la 
désintégration myélinique de la substance blanche. 

_ Ce sont 1a les trois phases du processus ccelogénétique pro- 
voqué par le virus B dans l’encéphale des souriceaux, et cela 
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a 6 


Fic. 6. — Souriceau 1712. Sacrifié le cinquiéme jour. Hématoxyline ferrique 
_ + rouge neutre. (Gross. : 1 400 X41) Corne d'Ammon, au voisinage d’une 
* cavité. En a : vaisseau néoformé. En 6: endothélium vasculaire. En c et d: 
“noyaux de cellules granulo-adipeuses se détachant de la paroi du capillaire. 


Scnéma I. — Mémes souriceaux que ceux des figures 1 a7. De 7a 4, cellules 
mésogliques en voie de cinése; 5, élément mésoglique a cytoplasme vacuo- 
laire; 6, méme élément avec inclusions cytoplasmiques volumineuses; 
7, méme élément a noyau particuligrement basophile; 8, méme élément a 
deux noyaux excentriques; 9 et 70, cellules mésogliques avec des vacuoles 
cytoplasmiques contenant des inclusions. Hématoxyline ferrique. (Gross. : 


1000 X 4.) 
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Scuéma Ii — Mémes souriceaux que ceux des figures 7 a 7. En7 : vaisseau capil- 
faire (v), avee son endothelium (+) et des hématies (4), entouré de nombreux 
éléments mesogliques (e.g). En 2: une cellule granulo-adipeuse ic.g.) au 
coniact de la paroi d'un capillaire (v) contenant des hémates (hk). kn 3 
méme aspect. Hn 4: vaissean capillaire (v) avec son endothélium (e) et des 
hématies (h), entouré de deux élements mésogliques (¢.g.); p, polynucléaires 
en voie de lyse; mn, noyau neuronique. Hématoxyline ferriyue. (Gross. 

1 00 * 4.) 


b 


Leen 


Fie. 7. — So riceau 1715 Saciifié le cinquiéme jour. Hématoxyline ferrique. 


(Gross. > 4 400 X 4.) Centre dune cavilé. En a : cellule granulo-adipeuse 
binucléée, En 6 : méme cellule mononucléée. 
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avec une rapidité étonnante, soit : 1° phase dégénérative ; 2° phase 
inflammatoire d’origine vasculaire ; 3° phase de libération de la 
mésoglie dans le contenu liquide des cavités. 


Ccelogénése d’ultravirus autres que le type B Coxsackie, 
a savoir ceux de l’herpés et de l’encéphalite du Renard. 


A. Virus Herpitigur. — Il est classique d’admettre que des 
cavités encéphaliques prennent naissance au cours de |’évolution 
de Vherpés cérébral chronique, et cela chez les animaux qui sur- 
vivent et ont acquis un état réfractaire, ou chez ceux qui 
succombent aprés autostérilisation [42]. Nous en avons maintes 
fois exposé les caractéristiques histo-pathologiques, entre autres 
lors de notre Rapport: Les ultravirus provocateurs d’ectoder- 
moses neurotropes, présenté au Congrés international de Micro- 
biologie de Paris, en 1930 [43]. Les images (4) figurant dans ce 
rapport sont fort ressemblantes A celles concernant la ccelo- 
génése du virus Coxsackie type B. Méme cavitation et présence 
identique de cellules mésogliques granulo-adipeuses vacuolaires au 
sein des cavités. Le processus histogénétique est semblable dans 
les deux cas, mais la différence entre ces coelogénéses, celle de la 
souche B et celle de Vherpés, est considérable, en ce sens que 
dans lencéphalite herpétique il s’agit de Iésions cavitaires 
lardives, cependant que dans le cas du virus Coxsackie neuro- 
trope on est en présence de modifications tissulaires éminemment 
précoces, rapidement progressives, mortelles et sans aucun 
rapport avec un état immunitaire quelconque. 


B. Virus DE L’ENCEPHALITE pu Renarp (Cf. C. Levaditi. 
Lépine et Schoen [44]). — La figure 8 donne une idée de la 
névraxile provoquée chez le Renard par le virus agent étiolo- 
gique de cette encéphalite. Le réle des éléments mésogliques dans 
la genése des cavités, leur prolifération ayant, pour origine, la 
néoformation Vasculaite. leur structure vacuolaire, leurs inclu- 
sions, y apparaissent nettement. Donc, méme processus dans 
lV’encéphalite du Renard et dans Vherpés chronique. 


* 
k* 


Une notion essentielle se dégage de l’ensemble de ces consta- 
tations (5), & savoir que l’affinité élective des ultravirus est 
intimement liée non seulement a des systémes tissulaires, en 
fonction de leur origine embryogénétique, mais encore, sinor 


(4) Voir nos travaux antérieurs [43 et 44]. 
(6) Et d’autres similaires. 
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plus, a des catégories données de cellules entrant dans la consti- 
tution de ces systémes, soit, en ce qui concerne le névraxe central, 
les neurones (d’origine ectodermique), les astrocytes (méme 
origine), la mésoglie (de nature mésodermique [del Rio Hortega]) 
et Voligodendroglie (d’origine ectodermique [méme auteur]). 
Ainsi que nous l’écrivions dans le Rapport cité ci-dessus, « ce 


Fie 8. — Eneéphalite du renard. Ecorce cérébrale. Mobilisation et hypertrophie 
des éléments mésogliques. Formation de cellules granulo-adipeuses a cyto- 
plasme vacuolaire. Celogénése. (Giemsa. Gross. : 600 X 1.) 


dernier groupe de cellules (oligodendrogliques) est, selon del Rio 
Hortega, constitué par des éléments satellites des fibres blanches. 
du systeme nerveux central, équivalents des cellules de Schwann 
des nerfs périphériques. Leur fonction parait double : d’une part, 
elles jouent le role d’organites de soutien et, d’autre part, elles 
exercent une action trophique sur l’élaboration des lipides 
destinés 4 se transformer en myéline et a revétir l’axone (fig. 9) ». 

Or, il nous a été donné d’établir une classification, tout au moins 
provisoire, des divers ullragermes neurotropes d’aprés leurs 
affinités électives a légard de ces quatre catégories d’ éléments 
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cellulaires entrant dans la constitution du systéme nerveux central. 
Cette classification est la suivante : 

1° Les ultravirus neurotropes parfaitement connus, provocateur's 
d’ectodermoses neurotropes transmissibles et inoculables, a affinité 
pour les neurones de la substance grise (virus neuronophiles), 
agents étiologiques des PpoLtonéVRAXITES (encéphalites, herpés, 


Fic. 9. — Maladie de Schilder-Foix du singe. Phase évolutive de la démyélini- 
sation. Volumineuses cellules oligodendrogliques contenant des dérivés lipi- 
diques (promyéline). Trois astrocytes vacuolisés. Hématoxyline ferrique. 


(Gross. : 4 000 X 1.) 


maladie de Borna, poliomyélite, rage, Theiler, fiévre aphteuse 
neurotrope, etc.) ; 

2° Les ultravirus (pour la plupart non encore isolés) a affinilé 
élective pour les éléments de la série mésoglique et surtout 
oligodendroglique (ectodermoses de la substance blanche, leuco- 
névraxites [sclérose multiple et disséminée, sclérose en plaques, 
maladie de Schilder-Foix, etc.]) ; 

3° Les ultravirus faisant transition entre ces deux groupes 
extrémes, a la fois neuronophiles, mésogliophiles et, parfois, 
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oligodendrophiles (herpes chronique, encéphalomyélite du Renard, 
encéphalopathies _post-infectieuses), ulfravirus urégultérement 
transmissibles expérimentalement. 

Sans nul doute c’EST A CETTE DERNIERE CATEGORIE QU APPARTIENT 
LA SOUCHE NEUROTROPE DE virus Coxsackie. Une comparaison 
entre les altérations encéphaliques provoquées par cet agent 
pathogéne et celles observées dans l’herpés chronique et la 
maladie du Renard, autorise pleinement cette conclusion. Le réle 
important joué par les éléments granulo-adipeux mésogliques et 
la réaction inflammatoire vasculo-formative qui leur donne nais- 
sance lors de la genése des cavités (signe distinctif des propriétés 
coelogénétiques du virus B) en constitue la preuve la plus 
convaincante. 


Conclusions générales. 


Le type encéphalitogéne B de virus Coxsackie présente a la 
jois des affinités électives a l égard des éléments nobles (neurones) 
du névraxe central des souriceaux, des cellules mésogliques 
(mésoglie) et, a un moindre degré, de Voligodendroglie. Ses pro- 
priétés coelogénétiques sont & la base de la formation des cavités 
qui apparaissent au cours de lévolution éminemment rapide du 
processus infectieux. 
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SUR LES MODIFICATIONS /N V/VO 
DES CARACTERES DE QUELQUES VIBRIONS 
ISOLES DES EAUX 
EN PERIODE D’EPIDEMIE DE CHOLERA 


par J. GALLUT (°). 


(Institut Pasteur.) 


En 1988, un auteur chinois, Yu [4], ayant isolé des eaux de 
riviére & Shanghai, durant une épidémie de choléra, des vibrions 
non cholériques, a rapporté a leur sujet un fait trés important. 

Yu a signalé, en effet, qu’aprés cing passages en mucine par la 
Souris (inoculation intrapéritonéale et isolement par culture du 
sang du coeur), un certain nombre de ces vibrions avaient acquis 
les caractéres sérologiques du V. cholere authentique. Sur 
20 vibrions des eaux inoculés, 16 étaient devenus agglutinables 
par un sérum anticholérique « O », partiellement i] est vrai, 
mais 4 des taux assez élevés allant jusqu’a 1 p. 1 280 dans un 
cas. Les caractéres biochimiques de ces vibrions, toutefois, 
n’avaient pas sulvi en général une transformation analogue, sauf 
en ce qui concerne le pouvoir hémolytique qui avait disparu chez 
tous. 

Yu a tiré de ses expériences des conclusions susceptibles de 
modifier les notions admises sur l|’épidémiologie du choléra, en 
général, et 4 Shanghai en particulier : la transformation possible 
des vibrions des eaux en vibrions cholériques, attribuée a 
Vinfluence de la mucine, devrait, selon cet auteur, se produire 
spontanément chez homme, « spécialement dans les cas avec 
troubles intestinaux ot les substances mucoides peuvent étre 
abondantes », et expliquer ainsi l’éclosion des épidémies de 
choléra sans apport extérieur de vibrion cholérique. 

Les faits signalés par Yu n’ont, a notre connaissance, jamais 
été confirmés. Ayant a notre disposition quelques vibrions isolés 
d’eaux douces et salées A Ismailia en 1947 durant la derniére 
épidémie de choléra en Egypte, c’est-a-dire des souches compa- 
rables a celles utilisées par Yu, nous avons tenu a reproduire ses 
expériences. 


(*) Société francaise de Microbiologie, séance du 10 mai 1951. 
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Les vibrions utilisés, au nombre de 7, avaient a leur isole- 
ment (D* Raynal) des caractéres différents, tant biochimiques que 
sérologiques, ne permettant strement pas de les identifier au 
V. cholerx, non plus que de les classer dans un groupe homogene. 
Toutefois, il avait été possible de déceler chez certains d’entre 
eux un ou plusieurs facteurs « O » mineurs non spécifiques [2] 
du groupe cholérique, et de mettre en évidence, par ailleurs, chez 
6 de ces 7 souches, une certaine coagglutinabilité. 

Ces souches ont été conservées dans notre laboratoire a la 
température ambiante sur gélose profonde en tubes scellés 
pendant trois ans avec repiquages bisannuels. 

Au début de nos expériences, leurs caractéres biochimiques et 
sérologiques ont été vérifiés 4 nouveau et ont montré des varia- 
tions notables sur plusieurs points (voir tableau), bien que ces 
vibrions ne puissent aucunement étre considérés comme ayant 
varié spontanément vers la forme typique de V. cholere. 


EXPERIENCES DE PASSAGE SUR L’ ANIMAL. — Comme Yu, nous 
avons utilisé la Souris blanche d’un poids moyen de 20 g; 
toutefois, nous avons tenu a effectuer, outre les passages de 
vibrions en mucine, des passages témoins de vibrions sans mucine 
el 4 augmenter le nombre des passages eux-mémes, soit dix au 
leu de cing. 

La culture de chaque souche, récoltée sur gélose nutritive de 
pH 8 aprés vingt heures a 37°, a été mise en suspension en 
eau physiologique et injectée dans le péritoine de la Souris sous 
un volume de 0,5 cm* 4 une dose suffisante pour amener la mort 
en vingt-quatre 4 trente-six heures. 

Pour chaque passage, nous avons utilisé 2 lots de 2 Souris : 
le premier lot recevant la suspension microbienne en eau salée 
simple et le deuxiéme lot recevant la méme suspension additionnée 
de 4 parties de mucine a 5 p. 100. 

Comme il est de régle, les doses minima mortelles ont été plus 
fortes pour les vibrions non additionnés de mucine, mais, contrai- 
rement a ce que signale Yu, il nous a toujours été possible de 
tuer les Souris au premier passage avec une dose représentant 
1/4 de la culture sur un tube de gélose inclinée (diamétre 18 mm). 
Cette dose a pu étre abaissée jusqu’a 1/50 de culture au dixiéme 
passage. Pour les vibrions additionnés de mucine, les doses 
respectives des premier et dixiéme passages ont été de 1/60 et 
1/200 de culture. 

Le sang des Souris prélevé par ponction du cceur a été ense- 
mencé dans l’eau peptonée hypersalée de Genevray et Bruneau [3], 
qui facilite grandement l’isolement du vibrion et permet le plus 
souvent son repiquage direct en culture pure sur gélose. 
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Aprés chaque passage, l’agelutination des vibrions a été 
recherchée avec un sérum anticholérique « O » spécifique (A) et 
un sérum (n° 145) préparé avec le vibrion d’eau Ez, CP, pour 
lequel nous avions trouvé antérieurement (1948) une communauté 
antigénique de 6 souches sur 7. 

Les caractéres biochimiques recherchés ont été ceux requis 
pour |’identification du vibrion cholérique, c’est-a-dire la réaction 
du choléra roth, la recherche de I’hémolyse, la protéolyse, le test 
d’Heiberg (action sur le saccharose, le mannose et 1’ arabinose) 
et la réaction de Voges Proskauer (acétylméthylearbinol). 


R&sULTATS. 


1° CaracTERES SEROLOGIQUES. — Indiquons d’abord qu’en aucun 
eas nous n’avons pu constater chez les vibrions des eaux ayant 
subi dix passages par la Souris avec ou sans mucine, |’apparition 
d’un facteur cholérique spécifique A, ni méme des facteurs 
majeurs B ou C. 

Aprés le dixiéme passage, les vibrions inoculés en eau salée 
simple avaient apparemment conservé leur constitution antigé- 
nique initiale ; ce fait a pu étre vérifié pour 4 souches agglu- 
tinables 4 l’origine par le sérum 145. Par contre, les vibrions 
inoculés en présence de mucine ont tous perdu trés rapidement 
(du troisiéme au sixiéme passage) leur agglutinabilité avec le 
sérum 145 (voir tableau). 


2° CARACTERES BIOCHIMIQUES. — Comme Yu, nous avons pu 
constater une modification des caractéres biochimiques des 
vibrions ayant subi des passages par la Souris. 

Le tableau indiquant les résultats des différentes réactions 
montre, comme nous l’avons indiqué plus haut, que la seule 
conservation en gélose profonde produit des variations de méme 
ordre, qui se manifestent avec une extréme irrégularité. 


DISCUSSION ET CONCLUSIONS. 


Du point de vue sérologique, il nous a donc été impossible, 
apres dix passages sur la Souris de 7 vibrions d’eaux en présence 
de mucine, de confirmer les résultats rapportés par Yu avec 
16 vibrions sur vingt, et seulement cing passages. 

Il est possible que les vibrions utilisés par Yu, qui montraient 
parfois « une trace d’agglutination » avant tout passage par la 
souris, aicnt contenu certains facteurs « O » mineurs non spéci- 
fiques de groupe cholérique qui correspondaient a des. aggluti- 
nines non spécifiques du sérum anticholérique utilisé. Nous avons 
déja signalé des cas semblables [2] précisément sur des vibrions 
non cholériques isolés en Egypte en 1947. 
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Variations des caractéres des vibrions des eaux. 
eR EE LET SS SE 


=m =] re 

AGGLUTINATION S a 2 eB , 3 

(2) = a 3 a> & s 

SouCHES (1) Ps S x a= a 
5 = = = Pe 

A 145 = = a. 

1947 0 { 000 a5 = I ate 

Late 1954 0 0 — — _ AY + 
Ea 2 ci. 40°S 0 4 000 fen = — Ill 4 
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4947 0 5 000 — lll 2. 

F 4951 0 4 000 — — — noe a 
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1947 0 500 ae + + 1 au 

é 1954 0 0 + = + Vl se 
Base» NRT oS eR 0 -- + + MI = 
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uZ 0 Cl. 10 S 0 0 Sigs ati os IL Et 
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4947 0 5 000 + + 2 I = 
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(1) 1947, souche A son isolement; 195{, souche au début des expériences; 19S, souche 
ayant passé dix fois par la souris en eau salée simple. 1 °M, souche idem + mucino 
2) A, sérum anticholérique spécifique; 145, sérum anti-Ez 8 cp. 
3) Les chitlres romains indiquent le groupe de la classification de Heiberg ; h.c., hors 


classification. 
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La signification de ces facteurs est encore discutée [4, 5, 6], 
mais leur présence dans des vibrions banaux ne saurait, en aucun 
cas, faire porter le diagnostic de vibrion cholérique authentique. 

Du point de vue biochimique, par contre, nous avons noté des 
variations des caractéres analogues a celles décrites par l’auteur 
chinois. Toutefois, de telles variations se produisent également 
dans le cas de vibrions inoculés sans mucine, et aussi, sponta- 
nément par simple conservation des souches en milieux usuels. 
Elles sont, en outre, le plus souvent désordonnées ; on ne saurait 
donc en tirer aucune conclusion valable sur le réle joué par le 
passage in vivo, pas plus que sur l’action de la mucine. 

Du reste, le groupe des vibrions des eaux est considéré géné- 
ralement comme dépourvu de toute homogéncité et l’absence de 
fixité de ses caractéres est une raison supplémentaire de l’impos- 
sibilité d’opérer une classification valable de ces micro- 
organismes. 

Aucun argument en faveur de la transformation éventuelle du 
vibrion des eaux en vibrion cholérique, a la faveur du passage 
par la souris en présence de mucine ne saurait donc étre retenu 
de nos expériences. Tout au plus peut-on altribuer a l’action de 
la mucine une dégradation anligénique de ces vibrions qui 
n’apparait pas dans les expériences témoins effectuées avec les 
suspensions microbiennes en eau salée simple. 

A notre avis, rien n’autorise donc a accepter les conclusions 
de Yu en matiére d’épidémiologie du choléra, ni a modifier les 
conceptions généralement admises selon lesquelles une épidémie 
découle toujours d’un cas humain endémique ou importé. 

Un argument supplémentaire contre l’hvpothése de Yu nous 
est donné précisément par la situation épidémiologique actuelle 
de Shanghai. En effet, du fait de son isolement géographique 
prolongé, dd aux guerres et au blocus, le choléra a complétement 
disparu de cette région depuis 1939 (1). 

Il n'y a donc, du point de vue épidémiologique pur, aucune 
raison valable non plus de penser que la transformation éventuelle 
chez l‘homme d’un vibrion des eaux en V. cholere ait jamais 
pu se produire a Shanghai méme, ni vraisemblablement en aucune 
région. 

RESUME. 


Le passage en mucine par la souris de vibrions isolés des eaux 
en période d’épidémie cholérique n’a pas permis de confirmer 
leur transformation en V. cholere signalée par Yu. Les données 
classiques de l’épidémiologie du choléra restent donc valables. 


(1) Communications verbales de nos collégues les D™* Fournier et 
CuHapaup, de l'Institut Pasteur de Shanghai. 
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EFFETS ANALGESIQUES 
DES ADMINISTRATIONS REPETEES 
DE BICHLORHYDRATE D’HISTAMINE CHEZ LE RAT 


par J. JACOB, J. AMBRUS et C. AMBRUS. 


(Institut Pasteur. Laboratoire de Pharmacodynamie. 
Service de Chimie thérapeutique.) 


Depuis les travaux classiques de Dale et Laidlaw [8] et de 
Lewis [24], plusieurs chercheurs se sont efforcés d’établir le réle 
de ’histamine dans |’organisme normal et, en particulier, de savoir 
st on pourrait lui attribuer une fonction dans les mécanismes de 
la douleur. 

Rosenthal. et ses collaborateurs [25] la considérent comme 
Vexcitant spécifique des récepteurs périphériques a la douleur, 
étayant leur hypothése sur les arguments suivants : libération 
d’histamine au niveau de la peau et de la cornée 4 la suite de 
toute excitation douloureuse, action douloureuse de J injection 
intradermique de trés faibles doses d’histamine, analgésie « péri- 
phérique » provoquée par le 929 F. 

Auparavant, Ungar [29] et Conjard [6] avaient avancé des 
arguments indirects en faveur de l’existence de nerfs histami- 
nergiques. Kwiatkowski [20], von Euler [42] et Werle et 
Weicken [30] ont précisé cette notion par des dosages d’hista- 
mine a différents niveaux du systéme nerveux. Le premier de 
ces auteurs a, en particulier, signalé Ja richesse en histamine des 
fibres nerveuses sensorielles venant de la peau et montré que 
la stimulation antidromique de nerfs sensibles libére de lhista- 
mine. Kochtoyants [49] a observé que la teneur en histamine des 
nerfs sensibles diminue a la suite d’un traumatisme cranien. 
Toutefois, selon Hellauer et Umrath [16], la substance extraite 
des racines postérieures de la moelle ne serait, ni de |’histamine, 
ni de l’acétylcholine. 

Les expériences réalisées avec les antihistaminiques de synthése 
n’ont pas contribué a éclaircir ce probleme : les uns sont doués 
de propriétés analgésiques, les autres sont inactifs. Le tableau I 
résume les résultats dont nous avons connaissance. 

Lorsqu’elles existent, les propriétés analgésiques de ces sub- 
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Tamteau |. — Propriétés analgésiques des antihistaminiques 
de synthese. 
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(1) Expériences de ce Laboratoire, non publiées. 
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stances sont faibles et limitées. Rosenthal [25] qualifie ]’analgésie 
par le 929F de « périphérique » parce que l’animal ne réagit 
plus a la stimulation de la peau, mais bien a l’excitation directe 
des nerfs sensibles ; Parrot [23] a observé aprés Antergan la 
diminution de la sensibilité thermoalgésique chez l’Homme, mais 
aucune modification des réactions au pincement ou A la piqdre 
chez le Chien ; Dews et Graham [40], enfin, signalent l’action du 
Néo-Antergan mais précisent que le nombre de leurs observations 
ne permet pas une estimation statistique concluante. 

I] n’y a pas non plus de parallélisme entre activité antihista- 
minique et pouvoir analgésique : en collaboration avec Lecan- 
nelier, nous avons recherché, sur le Rat, avec le test de Davies 
et coll. [9], Paction analgésique de 1|’Antistine, du Néo-Antergan 
et du Phénergan, et seul, le premier de ces corps, qui est ]’anti- 
histaminique le moins actif, avait une activité modérée ; les deux 
derniers étaient inefficaces a doses directement subtoxiques. 

D’antre part, les propriétés anesthésiques locales des antihista- 
miniques de synthése sont bien connues, mais les auteurs qui les 
ont étudiées avec quelque détail (Halpern, Perrin et Dews [45], 
Reuse [24], Loew [22]) considérent qu’elles ne sont pas en 
rapport avec leur pouvoir antihistaminique. Enfin, l’inhibition 
par le bichlorhydrate d’histamine de l’action anesthésique locale 
de la pyribenzamine ou de la procaine (Barany et Nordqvist [2]) 
resulte, non pas d’un antagonisme spécifique, mais de lacidité 
de la solution histaminique (Cabrera et Thompson [5], Jacob et 
Lecannelier [47}). 

Dans ]’ensemble, on le voit, les propriétés des antihistaminiques 
de synthése ne corroborent pas une théorie histaminique de la 
douleur. Toutefois, l’antagonisme de ces substances vis-a-vis des 
effets de Vhistamine présente d’étranges lacunes dont Dale [7] 
a récemment traité et que divers auteurs (Jancso [48], Fabinyi el 
Szebehelyi [43], Bucher [8]) ont tenté de combler en recourant 
a la désensibilisation a ]’histamine par lhistamine elle-méme. 

A Voccasion d’expériences entreprises pour définir ces phéno- 
ménes de désensibilisation, nous avons observé que, aprés un 
certain temps, les Rats semblaient accuser de moins en moins 
violemment la douleur aux injections quotidiennes de cette sub- 
slance et nous avons pensé qu’il serait intéressant de mesurer 
les modifications de la sensibilité thermoalgésique provoquées par 
un pareil traitement. 


TECHNIQUE. 
Les Rats utilisés pesaient de 80 a 140 g. 


Cing groupes furent mis en expérience : . 
Le groupe J (19 animaux) recut, chaque jour, pendant un mois, 
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des doses de bichlorhydrate d’histamine croissant de 5 a 40 mg 
s.-c. (1). nian 

Le groupe II (9 Rats males) recut 50 mg 1.-p. le premner jour, 
puis 100 mg i.-p. quotidiennement les cing jours suivants. 

Le groupe /// (11 Rats males) fut injecté avec 10 4 100 mg s.-c., 
puis i.-p., pendant huit jours. 

Le groupe IV (9 Rats males) recut 5 mg s.-c., chaque jour, 
pendant huit jours. 

Le groupe V (10 animaux males), servant de témoin aux 
groupes III et IV, recut, chaque jour, du ClNa a 9 p. 1 000. 

Dans tous les cas la sensibilité thermoalgésique fut mesurée le 
matin, avant l’injection quotidienne d’histamine, c’est-a-dire 
vingt-deux a vingt-trois heures aprés injection du jour pré- 
cédent. 

Pour tous ces groupes, les mesures de sensibilité thermo- 
algésique ont été réalisées en exposant une petite surface de la 
queue A une source de chaleur constituée par un thermocautére 
de platine alimenté par un transformateur ; la queue du Rat était 
préalablement nettoyée avec de l’éther et séchée avec du coton. 
La réaction douloureuse se manifeste par l’agitation de |’animal 
qui retire vivement sa queue. 

Nous avons ainsi déterminé : 

a) Le seuil de la réaction immédiate. — Dans ce cas, le thermo- 
cautére, préalablement chauffé, était appliqué directement sur la 
queue du Rat. Les résultats sont exprimés par le potentiel 
minimum — lu en volts au transformateur — nécessaire pour 
provoquer la réaction douloureuse en un temps trés bref (moins 
d’une seconde); nous avons considéré l’analgésie comme com- 
pléte lorsque le Rat ne réagissait plus pour un potentiel de 
12 volts. 

b) Le temps de réaction (méthode de Davies, Ravenios et 
Walpole [9]). — Le voltage appliqué au thermocautére était 
constant (5 volts). Le filament de platine était seulement approché 
de la queue du Rat et maintenu a une distance trés faible de 
Vorgane grace 4 un dispositif en amiante (plaque creusée d’une 
gouttiére et percée d’un trou). Les temps de réaction sont 
exprimés en secondes et nous avons limité nos mesures A vingt 
secondes chez les Rats analgésiés, nos valeurs témoins et notre 
appareillage n’étant pas en tous points identiques A ceux de 
Davies et coll. qui interrompent leurs mesures aprés quinze 
secondes. 

Pour le groupe JJ nous avons, en outre, utilisé la méthode de 
Sivadjian [28], test moins brutal que les précédents et qui recourt 


a I’électrisation des pattes de l’animal: les résultats sont 


(1) Toutes les doses sont exprimées pour 100 g de poids d’animal. 
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exprimés en unités arbitraires proportionnelles a l’intensité du 
courant électrique produit par un chariot de Duboys Reymond. 

La température fut mesurée avant et trente minutes aprés 
Vinjection s.-c. de 5 mg d’histamine ; le thermoméetre était introduit 
dans le haut cdlon dont la vacuité était assurée par expression 
de son contenu. ‘La température ambiante était approximativement 
de 20°C. Dans le cas du groupe IJV, la dose hypothermisante 
(5 mg s.-c.) était la dose « désensibilisante ». Pour les groupes I 
et JI] elle fut injectée aprés les déterminations de sensibilité 
thermoalgésique et avant la forte dose désensibilisante d’hista- 
mine. 


RESULTATS. 


Le tableau II montre les résultats obtenus avee le premier 
groupe d’animaux aprés trente jours de traitement et permet de 
les comparer avec ceux d’un lot témoin de méme poids moyen. 

Encore que l’analgésie ainsi obtenue fat modérée, elle n’en était 
pas moins statistiquement trés significative (P< 0,01) et légi- 
timait de nouveaux essais. 


TaBLEAu II. 


SEUIL DE LA REACTION TEMPS DE REACTION 
(en volts) (en secondes) 


Groupe I Témoins Groupe I Témoins 
Moyenne. 


yas 


D.S. 
E.S. (erreur standard) = rae 
n 


(1) D.S. (déviation standard) = \/ 


n—1° 

Me — My : 

\/ Dax + Dd2y nz + Ny 
(mx —41) + (my —1) na.ny 


t (indice critique) 


cs Mz — My 
Si 22 = Ny, a 
Ya? + Lay 
n(n — 1) 
Dans ces expressions : m, moyenne; d, déviation 4 partir de la moyenne ; 


n, nombre d’animaux : les indices x et y se rapportent respectivement aux 
animaux traités et aux animaux témoins. 


La figure 1 illustre le développement progressif du phénoméne 


VOLTS 


SECONDES 


ARBITRAIRES 


UNITES 


=e 
iS) (Key ARF es ies 

O4 "4 2 4 346 Tie. JOURS 

50 100 100 100 100 100 img. 


Fic. 4. — Développement et réversibilité de la thermoanalgésie provoquée par 
des injections ‘uotidiennes de fortes doses de bichlorhydrate dhistamine ches 
leRt (sroupe II). 

En ordounees et de haut en bas: A, aeuils de réaction en volts; B 
réaction en Secondes; C, intensités d’électrisation en unit 
réponses hypothermiques a une faible dose d’histamine en 
En abscisses, le temps en jours, le jour de la premiere injection étant le 
e jour 0 

Les valeurs encadrées, en regard de certains points. représentent les indices 
critiques calculés pour ces points selon la formule du tableau I. les témoing 
élant représentés par les animaux eux-mémes avant le traitement, 


Par souci de clarté. seuls les indices traduisant une probabilité égale ou 
inférieure & 0,01 ont été indiqués. 
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chez les Rats du groupe IJ (2). Rappelons que les mesures ont 
été réalisées chaque fois vingt-deux a vingt-trois heures aprés 
les injections de bichlorhydrate d’histamine et que, a ce moment, 
la motricité des Rats, leur température corporelle et leur compor- 
tement général étaient normaux: il ne s’agit donc pas d’un 
phénoméne narcoleptique analogue a celui qu’ont observé Dale 
et Laidlaw [8] chez le cobaye et chez le chat aprés l’injection 
d’une dose unique et élevée d’histamine. On voit aussi que la 
suspension du traitement entraine la rétrocession de l’analgésic 
qui perd rapidement tout caractére significatif ; la sensibilité est 
redevenue normale au dixiéme jour. 

Le parallélisme des mesures effectuées, d’une part, au niveau 
de la queue du Rat et, d’autre part, au niveau des pattes (test de 
Sivadjian) montre que les actions locales hyperesthésiante (Lewis 
et Hess [24]) et anesthésiante (Sewitt [27]) des brdlures réalisées 
au niveau de la queue n’ont pas eu d’influence appréciable sur 
les résultats de nos mesures effectuées toujours en peau saine. 
La non-intervention de ces causes d’erreur est encore montrée 
par la réversibilité de analgésie et par la constance des mesures 
effectuées sur le groupe témoin (groupe V : fig. 2 et tableau III). 

On remarquera aussi que les résultats furent le plus longtemps 
significatifs pour la méthode de Sivadjian (six jours), puis pour 
la méthode de Davies (quatre jours), puis pour celle des seuils 
(trois jours): cette différence est vraisemblablement en rapport 
avec la sensibilité de ces méthodes, la premiére recourant a une 
simple électrisation des ,pattes, la seconde 4 un échauffement 
relativement modéré de la queue, la troisiéme enfin a une brdlure 
de cet organe. 

Pour le groupe II, lVeffet hypothermique de l’histamine fut 
seulement déterminé a trois reprises, c’est-d-dire avant, pendant 
et apres le traitement : de 1,9° C, avant le trailement, il était aboli 
au sixiéme jour et redevenu pratiquement normal lorsque les 
animaux avaient recouvré leur sensibilité thermoalgésique. 

Nous avons tenté de préciser les relations qui existaient entre 
Vévolution de l’hypothermie histaminique et celle de la thermo- 
analgésie. 

Les résultats obtenus avec les groupes III, IV et V sont repré- 
sentés par la figure 2, et leur traitement statistique est résumé 
dans le tableau III. On y constate que la sensibilité thermo- 
algésique et I’hypothermie décroissent, dans l’ensemble, d’aultant 
plus rapidement que la dose quotidienne administrée est plus 


élevée. 


(2) Le traitement statistique de ces résultats a été résumé dans une 
note préliminaire (Experientia, 1950, 6, 272) et n’est pas reproduit ici 
par souci de concision. 
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Fic. 2. — Modification de la Sensibilité thermo algésique et de lhypothermie 
« histaminique chez des sroupes de Rats soumis a des doses quotidiennes 
variables de bichlorhydrate d histamine. 
Ein ordonnées, de haut en bas : A, seuils de réaction (en volts); B, temps de 
réaction (en secondes); C, hypothermie histaminique (en centigrades), 
+----+, groupe II (40a 400 mg 8.-c, puis i. p., par jour); o---o- 
sroupe IV (5 mg s.-c., par jour); x- --x, groupe V (témoins). 
En abscisses, le temps en jours (comme fig. 1) 
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Encore que les comparaisons soient malaisées, il semble bien 
que cette relation se vérifie si l’on considére les lots I et II par 
rapport au groupe J/J (tableau IV). 


Tasteau [V. — Gomparaison des différents groupes. 


TEMPS 
(en jours) nécessaire pour : 
POSOLOGIB 
GROUPES (mg/100 g Vaccroissement | l’accroissement 
la disparition du seuil du temps 
et par jour) de l'efet de réaction de réaction 
hypothermique au-dessus au-dessus 
‘ de 7 volts de 11 secondes 
Bye fel dncamgtee 4a 40 s.-c. 45 Sect) EE 30 
Wide a ots... | MORARSO Gia pe 6 4 6 
VEL ee ee, Oak 100s er 7! 6 1 
puis i. p. 
EV oe ss eee 5 S.-C. >8 >8s >8 


Toutefois, les deux phénoménes ne sont pas strictement super- 
posables : les deux courbes des hypothermies de la figure 2, 
nettement coneaves vers le bas, montrent que la régression de 
cet effet est particulierement rapide dans les tout premiers jours ; 
on ne retrouve cette allure, ni pour les courbes correspondantes 
de sensibilité douloureuse de la figure 2, mi pour celles du 
groupe // (tig. 1) qui sont, soit irréguliéres, soit presque linéaires 
sur un assez long trajet. : 

On remarquera aussi que, pour le groupe V, considéré comme 
témoin mais ayant regu une dose hypothermicante d’histamine au 
début de l’expérience et aux troisiéme et septiéme jours, l’hypo- 
thermie tendit A décroitre mais non la_ sensibilité thermo- 
algésique. 

Il est possible que ces différences résultent seulement des 
erreurs des méthodes utilisées et du fait que les relations, qui 
existent entre les mesures elles-mémes et les phénoménes qu’elles 


chiffrent, ne sont probablement pas identiques dans l’un et 
autre cas, 


Discussion. 


Des administrations quotidiennes de bichlorhydrate d’histamine 
4 doses relativement élevées provoquent, chez le Rat, une thermo- 
analgésie croissant progressivement. Cet effet, comme la disparition 
de I’hypothermie histaminique, fut d’autant plus rapide que la 
posologie fut plus élevée, et il rétrocéda dés la cessation du 
traitement. Son existence pourrait étre considérée comme un 
argument en faveur d’une théorie histaminique de la douleur. 
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Pour cela, il faudrait toutefois admettre qu’un traitement pro- 
longé par de fortes doses de bichlorhydrate d’histamine n’a pas 
d'autres conséquences que d’inhiber les réactions — expérimen- 
tales ou naturelles — a Vhistamine. 

En 1946, Feinberg [14] s’est précisément élevé contre pareille 
opinion aprés avoir passé en revue les effets, expérimentaux et 
cliniques, des administrations répétées d’histamine. A_ notre 
connaissance, la spécificité de la « désensibilisation » histami- 
nique n’a pas été fermement établie depuis cette date. Certes, 
Vhypothermie et le bronchospasme acétylcholinique ne sont pas 
modifi‘s chez des Souris, des Rats ou des cobayes désensibi- 
lisés [2, 13, 4], mais ce n’est la qu’un aspect trés fragmentaire 
de la question. D’autre part, Schild considére que |’inhibition 
d’un phénoméne histaminique par I’histamine [26] elle-méme au 
niveau d’un organe isolé est l'un des antagonismes les plus spéci- 
fiques qu'il soit possible de concevoir : en effet, dans ce cas, 
Vhistamine inhibante est avant tout fixée sur les récepteurs a 
lhistamine. Ce raisonnement ne peut étre appliqué a la désensi- 
bilisation d’un animal entier que si cette désensibilisation est 
d’origine tachyphylactique, ce qui devrait étre démontré. 

L’analgésie que nous avons observée ne peut donc étre inter- 
prétée simplement a l’heure actuelle, et il appartiendra 4 de 
nouvelles expériences d’en préciser la signification. 


RESUME. 


Si on administre quotidiennement, a des Rats, du bichlorhydrate 
a@’histamine a doses comprises entre 5 et 100 mg s.-c., pendant six 
jours a un mois, il apparait une thermo-analgésie qui progresse 
d’autant plus rapidement que la dose quotidienne est plus ¢élevée. 
Cette analgésie peut devenir trés intense, mais elle rétrocéde dés 
la cessation du traitement. 

Cette diminution de la sensibilité thermoalgésique évolue, 
d’une facon générale, comme la diminution de la réaction hypo- 
thermique a lhistamine; le parallélisme n’est toutefois pas 
absolu. 

Il n’est pas possible de savoir actuellement si cette thermo-anal- 
gésie est une manifestation de désensibilisation histaminique et son 
existence ne peut encore étre considérée comme un argument 
en faveur d’une théorie histaminique de la douleur. 
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CONTRIBUTION A L'ETUDE DU MECANISME 
DE LA REDUCTION DES NITRATES EN NITRITES 
PAR QUELQUES GERMES ISOLES DU SOL. 
MISE AU POINT 
D'UN DOSAGE BIOLOGIQUE DES NITRATES 


par J. KAUFFMANN (°). 


(Institut Pasteur [Service de Microbie technique] 
et Office de la Recherche scientifique outre-mer 
[Laboratoire de biologie des sols].) 


Le mécanisme de la réduction des nitrates en nitrites a suscité 
de nombreux travaux. 

En 1910, Beijerinck et Minkman [4] remarquérent que les bac- 
téries dénitrifiantes exigent la présence d’un composé organique 
agissant comme donateur d’hydrogéne pour la réduction des 
nitrates. 

La réduction des nitrates semble nécessiter la présence d’au 
moins deux systémes enzymatiques distincts (Quastel, Stephenson 
et Wethan (1925) [2], la nitratase d’E. coli que Stickland 
(1931) [8] décrivit comme trés sensible a l’oxygéne et l’enzyme 
réducteur des bactéries dénitrifiantes peu sensible a l’oxygéne. 

Meiklejohn (1940) {4], cultivant des Pseudomonas sur milieu 
synthétique dans des conditions bien déterminées, montra que la 
dénitrification, aussi bien en aérobiose qu’en anaérobiose, exige 
des substances organiques appropriées. 

Prévot et Enescu (1946) [5] remarquérent que Welchia per- 
fringens, en présence de glucides, réduit les nitrates en nitrites 
quand le glucose a été remplacé par du galactose ou du glycérol 
(qui apporte moins d’hydrogéne). En bouillon VF glucosé a 
2 p. 1000 on ne peut observer qu’une destruction totale ou par- 
tielle des nitrates, mais A aucun moment on ne peut saisir le 
stade nitrite. Cela tiendrait a la richesse du milieu en donateur 
Whydrogéne tant du cété des acides aminés trés abondants dans 
le milieu VF que du cété du glucose qui est un donateur 


généreux. 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 7 juin 1951. 
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Nous avons recherché la cause de l’augmentation de produc- 
tion des nitrites a partir des nitrates par addition de lactate dans 
certains milieux de culture ensemencés avec des germes oligo- 
nitrophiles isolés du sol (non identifiés), dénommeés respective- 
ment souches G et H [6]. Cette recherche a nécessité un dosage 
des nitrates dans les différents milieux de culture. A cet effet, 
nous avons réalisé un dosage biologique des nitrates a |’aide 
d’une troisiéme souche isolée du sol (souche E) [6]. 


1° DosaGe BIOLOGIQUE DES NITRATES. — Ce dosage est basé sur 
le fait que la réduction des nitrates en nitrites est quantitative 
dans un milieu ammoniaco-nitrique ensemencé avec la souche E. 

On dose NO, provenant de la réduction de NO, par le réactif 
de Griess a l’aide de )’électrophotométre. 

A noter que cette souche utilise NO, pour ses synthéses, 
lorsque tout l’azote ammoniacal a été utilisé [6}. 

Cette méthode permet de faire des dosages de nitrates dans 
les milieux les plus complexes contenant de lazote nitreux, 
ammoniacal et aminé avec une sens:bilité de Vordre de 0,01 pe 
de NO, par centimetre cube de milieu. 

Expérience. — Les milieux de culture suivants contenant exac- 
tement 0,1 g p. 100 de NO,K sont répartis dans des tubes a essai 
4 raison de 10 cm* de milieu par tube. 

(On marque d’un trait de lime sur les tubes le niveau des 
milieux de culture.) 

1° Milieu de Winogradsky glucosé [7}+ 0,1 p. 100 de 
SO,(NH,).. 

2° Bouillon de viande + 0,1 p. 100 de SO,(NH,),. 

3° Eau peptonée simple + 0,1 p. 100 de SO,(NH,),. 

4° Milieu VF + 0,1 p. 100 de SO,(NH,),. 

Les tubes a essai sont stérilisés, puis ensemencés avec la 
souche E. On porte a l’étuve a 34°, en chambre humide, de facon 
a éviter l’évaporation des milieux de culture. On dose tous les 
deux jours la quantité du NO, formé. Aprés chaque opération 
on marque d’un trait de lime sur le tube a essai, le nouveau 
niveau du milieu de culture. On s’assure ainsi que ]’évaporation 
au cours de la culture est nulle. En cas de variation de volume, 
on raméne au volume initial avec de leau distillée stérile. Aprés 
quinze jours a l’é¢tuve, on remarque que la quantité de NO, dans 
les différents milieux de culture a atteint son maximum ect que 
cette valeur reste constante pendant onze jours. Par ailleurs, la 
réaction & la diphénylamine sulfurique est négative aprés des- 
truction du NO, par l’urée et l’acide sulfurique. 

Cette teneur maximum en NO, dans les milieux de culture cor- 
respond, aux erreurs d’expériences prés, a la totalité des nitrates 
ajoutés dans le milieu, réduits en nitrites. On trouve les mémes 
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résultats en opérant sur les milieux au bouillon, eau peptonée et 
milieu VF nitratés a 0,1 g¢ p. 100, mais non additionnés de 
sulfate d’ammonium. 

Ce germe utilise donc de préférence, pour ses synthéses, 
Vazote ammoniacal et aminé a l’azote nitreux. 


2° ACTION DU LACTATE SUR LA REDUCTION DES NITRATES. — Le 
dosage biologique des nitrates étant au point, nous avons 
recherché l’influence du lactate sur la réduction des nitrates par 
les souches G et H dans différents milieux de culture. Dans ce 
but nous avons fait l’expérience suivante : 

Le milieu de Winogradsky, glucosé, contenant 0,1 g p. 100 
de NO,K est réparti dans des tubes a essai a raison de 9 cm? 
de milieu dans chaque tube. On compléte a 10 cm* en ajoutant 
1 cm* des différents milieux organiques suivants : milieu a l’eau 
peptonée, au bouillon VF et asparagine (solution a 3 p. 100). On 
prépare ainsi deux lots. Dans un lot, on ajoute II gouttes d’une 
solution de lactate de calcium a 10 p. 100 stérilisée a part. On 
ensemence et on porte a |’étuve a 34° en chambre humide. Les 
nitrites sont dosés tous les jours. 

Au cours de cette expérience, aucune production de NO, n’a 
été observée dans les cas suivants : 

Souche H en milieu VF ; 

Souche H en milieu VF + lactate. 

Faible production de NO, (environ 2 pg par centimétre cube) 
pour la souche G sur milieu a |’asparagine (avec et sans addi- 
tion de lactate), aucune trace a partir du sixiéme jour de culture. 

Production de 3 4 5 pg de NO, par centimétre cube de milieu, 
seulement le troisiéme et le quatriéme jour de culture, pour la 
souche G sur milieu VF (avec et sans lactate). 

Pour les autres cas, les résultats sont résumés par les figures 1, 
2 et 3. 

Le dix-septiéme jour de culture on caractérise NO, dans les 
différents milieux de culture a l’aide de la diphénylamine sulfu- 
rique apres destruction du NO,. La réaction s’est montrée posi- 
tive dans les milieux au bouillon, eau peptonée, VF (avec et sans 
addition de lactate) et dans le milieu a l’asparagine additionné 
de lactate ensemencés avec la souche G. La réaction s’est éga- 
lement montrée positive dans le milieu a l’asparagine (avec et 
sans addition de lactate) ensemencé avec la souche H. 

Afin' de connaitre la quantité de NO, restant dans les différents 
milieux de culture présentant une réaction positive a la diphényl- 
amine sulfurique, nous avons pratiqué le dosage biologique 
a l'aide de la souche E qui, comme on vient de. le constater, 
possede une réelle fonction de réduire quantitativement NO, 


en NOQ,. 
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SOUCHE. G 
B.: bouillon 
L.: lactate 


EP.: eau peptonée 


Y de NOzpar cc de milieu 


2} 4 6 Secs 


Fic. 14. — Action du lactate sur la production de NO, 
dans les milieux au bouillon et eau peptonée ensemencés avec la souche G. 
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_ Fic. 2.°— Action du lactate sur la production de NO, 
dans les milieux au bouillon et eau peptonée ensemencés avec la souche H. 
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Dans ce but, on marque d’un trait de lime sur les tubes le 
niveau des milieux de culture. On ajoute, dans chaque tube, 
III gouttes d’une solution de SO,(NH,), a 3 oe pe 100R. On 
stérilise trente minutes a 115°. S’il y a diminution de volume 
au cours de la stérilisation, on raméne au volume initial (indiqué 
par le trait de lime) avec de l’eau distillée stérile. On ensemence 
avec la souche E et on porte a l’étuve a 34° en chambre humide. 
On dose les nitrites formés tous les deux jours. Aprés huit jours 
on obtient une quantité maximum de nitrites qui se maintient 
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Fic. 3. — Action du lactate sur la production de NO, 
dans un milieu 4 lasparagine ensemencé avec la souche H. 


constante pendant plusieurs jours. La réaction 4 la diphény!l- 
amine est négative (aprés destruction des nitrites). A Vaide de 
cette méthode on constate que les milieux sans lactate, sont, 
en fin d’expérience, moins riches en nitrate que Jes milieux 
additionnés de lactate. On obtient les mémes résultats en opérant 
sur le milieu de Winogradsky glucosé dont la source azotée est 
fournie sous forme de NO,K a 0,1 g p. 100 et de SO,(NH,), 
a 0,1 g p. 100. (A noter que, dans ce milieu, avec ou sans addi- 
tion de lactate, nous n’avons jamais observé de production de 
nitrites.) 

Que peut-on conclure de ces résultats? Il nous parait tout 
d’abord utile de préciser les conditions indispensables pour la 
production de nitrites a partir des nitrates dans un milieu de 
culture. 
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On peut schématiser la réduction des nitrates comme suit : 
Ny 
40 NO, —> NO, 


Vo 
2° NO, —> NH». 


La réaction 1° comprend l'ensemble des réactions qui con- 
duisent du stade NO, au stade NO,. Soit V, la vitesse de cette 
réaction, plus exactement ce sera la vitesse de la derniére réac- 
lion qui conduit au stade NO,. 

La réaction 2° comprend l’ensemble des réactions qui con- 
duisent du stade NO, au stade NH,. Soit V, la vitesse de cette 
réaction : dans ce cas, ce sera la vitesse de la premiére réaction 
de réduction de NO,. 

Il y aura accumulation de NO, dans le mileu de culture 
lorsque |’on aura : 

A Pasi Sep 


L’addition de lactate dés le début de culture dans le milieu 
synthétique de Winogradsky (milieu ammoniaco-nitrique), ne 
donne aucune production de NO,. Le dosage biologique des 
nitrates restant dans le milieu de culture, révéle que la quantité 
de NO, utilisée est nettement inférieure dans le milieu au lactate 
que dans le milieu témvin sans lactate. Dans ces conditions, le 
lactate ne semble pas jouer le réle de donateur d’hydrogéne pour 
les nitrates. I] y a méme effet contraire : V, a diminué par rap- 
port au témoin. 

Le lactate favorise la production de NO, dans les milieux au 
bouillon et eau peptonée ensemencés avec les souches G et H et 
sur le milieu 4 l’asparagine ensemencé avee la souche H. 

Le dosage biologique des nitrates non utilisés, ainsi que 
Yexamen des courbes permettent d’expliquer la cause de cette 
augmentation de NO, due au lactate. 

On remarque , en effet, que la souche G en eau peptonée et au 
bouillon et la souche H sur milieu a l’asparagine utilisent moins 
de nitrate en présence de lactate. On peut done écrire : 


V, « lactate » << V, « témoin ». 


(On suppose qu'il n’y a pas accumulation de corps intermé- 
diaires entre NO, et NO,.) 

L’augmentation de NO, dans le milieu ne peut done provenir 
que d’une diminution de V, : 


Vo « lantate » < Vy « témoin ». 
L’examen des courbes relatives 4 la souche H ensemencée sur 


milieu au bouillon et eau peptonée permet également de conclure 
que l’augmentation de NO, produite par le lactate est due a une 
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diminution de V, par rapport au témoin. Le lactate, ici encore, 
ne joue pas le réle de donateur d’hydrogéne pour les nitrates. 
T’accumulation de NO, dans le milieu de culture est due, an 
contraire, a un freinage de la réaction NO, —-> NH,. 

Il est a noter également Vinfluence des divers milieux orga 
niques sur la réduction des nitrates en nitrites. Il y a forte pro- 
duction de NO, dans les milieux au bouillon, eau peptonée, VF 
et asparagine ensemencés avec Ja souche H. On constate une 
faible production avec la souche G ensemencée sur eau peptonée 
et bouillon. Production pratiquement nulle dans les milieux 
a asparagine et VF ensemencés avec G. 

La souche E semble peu sensible aux différents milieux : II 
y a forte production de NO, dans tous les milieux utilisés. La 
réduction des nitrates en nitrites est méme quantitative lorsque 
le germe posséde de l’azote ammoniacal ou aminé A sa dispo- 
sition. 

On peut en conclure que Ja réduction des nitrates en nitrites 
est un phénomeéne trés complexe qui dépend de nombreux 
facteurs, 

Il est difficile, sinon impossible, d’affirmer qu’un germe est 
ou n’est pas capable de réduire les nitrates. Un germe ensemencé 
dans un bouillon de viande, nitraté, pourra utiliser ]’azote aminé 
de préférence a l’azote nitrique ; il pourra également se produire 
une réduction quantitative des nitrates en nilrites ; dans ce cas, 
on ne peut pas conclure, sur ce simple fait, que ce germe n’est 
pas capable d’utiliser les nitrites. 

Par ailleurs, une forte production de nitrites 4 un moment 
donné, dans un milieu de culture, ne signifie pas obligatoirement 
une augmentation de réduction des nitrates, méme si ce phé- 
noméne a lieu aprés addition dans le milieu de culture d’un 
donateur d’hydrogéne te] que Je lactate. 
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REACTION ALLERGIQUE D'UNE VARIETE 
DE NICOTIANA TABACUM 
VIS-A-VIS DE LA MOSAIQUE DU TABAC 


par J. CUZIN, D. SCHWARTZ et C. BRETON (’). 


(Service des Recherches biologiques du S.E.1.T.A., Paris.) 


Au cours de recherches portant sur la susceptibilité comparée 
de diverses variétés de Nicotiana tabacum a la mosaique du tabac, 
nous avons été amenés a étudier une variété nettement moins 
sensible (1) que les variétés habituellement cultivées (D. Schwartz 
et J. Cuzin, 1951 {4]). Cette variété, hybride stabilisé provenant 
du croisement des deux variétés Java Isére et Cabot (variété 
J. I. C.), est remarquable, non seulement par sa faible sensibilité 
i lPinfection mosaique, mais également par l’aspect particulier de 
sa symptomatologie. 

On sait, en effet, que les divers génotypes du genre Nicotiana 
qui manifestent des symptémes a la suite d’une inoculation par 
le virus de la mosaique, présentent l'un ou l’autre des deux types 
suivants de réponse : la réponse focalisante (lésions nécrotiques, 
limitées en principe a la zone inoculée) ou la réponse généra- 
lisante. 

Or, nous avons indiqué (D. Schwartz et J. Cuzin, loc. cit.) que 
la variété J. I. C. présente a la fois les deux types de réponses : 
d’une part, en effet, des lésions nécrotiques apparaissent en 
premier lieu dans la plage inoculée, d’autre part le symptéme 
« green mottle » apparait ensuite dans les diverses feuilles selon 
un tableau classique de réponse généralisante. 

Cette existence des deux types de symptémes permet de poser 
un probléme d’allergie qu’il serait difficile d’envisager dans le 
cas des variétés présentant un seul type de réponse : si on inocule 
une plante de la variété J. I. C. sur une de ses feuilles avec le 


(*) Société francaise de Microbiologie, séance du 10 mai 1951. 

(1) La sensibilité dont il est question ici ne se rapporte pas a l’inten- 
sité du symptéme, mais au taux de malades dans des conditions 
données de culture. 
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virus de la mosaique, cette plante manifeste la réponse focalisante 
sur la feuille d’inoculation et la réponse généralisante sur 
lensemble de ses feuilles; si on réinocule alors la plante, sur 
une autre feuille que lors de la premiére inoculation, cette feuille 
présentera-t-elle la réponse focalisante comme lors d’une premiére 
inoculation, ou bien la réponse sera-t-elle différente du fait de 
Vinoculation précédente ? Dans ce dernier cas, on aurait affaire 
lypiquement a une réaction allergique (au sens étymologique de 
ce mot, selon von Pirquet). 

Ce probléme a fait l’objet d’une expérimentation dont les 
résultats sont indiqués ci-aprés. Cette expérimentation n’a porté 
que sur un trés petit nombre de plantes, mais vu la constance 
et la netteté des résultats obtenus, une enquéte numériquement 
plus importante et d’esprit statistique ne nous a pas semblé 
nécessaire. 


I. — REaAcTION DU SUJET A LA REINOCULATION. 


L’expérience a porté sur 10 plantes de la variété J.1.C., 
aussi comparables que possible, choisies dans une méme parcelle 
de culture. Lors d’une premiére inoculation, on a laissé indemnes 
5% d’entre elles (plantes fémoins), tandis que les 5 autres étaient 
inoculées (plantes inoculées) dans des conditions standardisées 
au maximum (feuilles d’inoculation comparables, méme mode 
d’inoculation, etc.). 

‘Les 5 plantes inoculées manifestérent, d’une part le symptéme 
focalisant six jours aprés l’inoculation, sur la feuille inoculée, 
puis le symptéme généralisant, qui commenca par l’apparition 
du « green mottle » sur les feuilles jeunes quinze jours aprés 
Vinoculation. A cette date, on procéda, avec la méme souche de 
virus, 4 méme concentration, a une nouvelle inoculation, qui porta 
cette fois sur les 10 plantes. Chez les 5 plantes malades, elle porta 
sur 2 feuilles, distinctes de la feuille inoculée la fois précédente, 
et choisies comme suit : d’une part, une feuille jeune présentant 
nettement le symptéme du « green mottle », et, d’autre part, 
une feuille plus basse ne présentant pas encore de symptémes. 
Ainsi avait-on affaire, en définitive, a trois catégories de feuilles 
inoculées (A raison de 5 feuilles par catégorie) : les feuilles des 
pieds témoins, les feuilles « sans symptomes » des pieds malades, 
et les feuilles « avec sympt6mes » des pieds malades. Ces trois 
catégories de feuilles furent examinées les jours suivants, pour 
permettre une lecture comparative du nombre des lésions appa- 
rues. Deux modes opératoires furent d’ailleurs utilisés : pour 
chaque catégorie, 8 feuilles furent normalement laissées sur pied, 
tandis que les 2 autres feuilles furent prélevées, et maintenues 
en survie au laboratoire. 
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Le tableau I indique les nombres de lésions observes : 


Tasceau I. 


NOMBRE DE LESIONS 


CATEGORIE 4 
Feuilles 
maintenues 
sur pied 


Feuilles 
prélevées 


Pieds témoins (non inoculés pré- 
cédemunent) 


Pieds précédemment inoculés : 


Feuilles sans symptémes 
Feuilles avec sympidmes 


L’examen de ces chiffres permet de dégager des conclusions 
trés nettes : 

1° En comparant la ligne 1 aux lignes 2 et 3, on constate 
que le nombre de lésions diminue considérablement quand on 
passe des pieds témoins aux pieds ayant subi la premiére inocu- 
lation. 

Le fait de la premiére inoculation abaisse ainsi de facon 
considérable |intensité de la réponse focalisante a une nouvelle 
inoculation : la réponse de la plante est done allergique. 

2° En comparant les lignes 1 et 2, on est en présence de feuilles 
qui, au moment de la deuxiéme inoculation, étaient d’apparence 
semblable (absence de symptoOmes) et dont cependant les nombres 
de lésions sont trés dilférents. Mais, malgré ja similitude d’aspect, 
les feuilles de ces deux catégories élaient différentes du point 
de vue pathologique, les premiéres appartenant a des pieds sains 
et les secondes a des pieds malades ; de fait, malgré ]’absence 
de symptomes, les feuilles de la catégorie 2 contenaient du virus 
(comme on a pu le constater par des frictions de controle sur 
des feuilles de Nicotiana glutinosa). 

Il semble done que le phénoméne d’allergie soit lié directement 
a la présence du virus, méme en l’absence des symptomes de 
maladie : il pourrait, dans ce sens, permetire de déceler la 
présence du virus avec plus de sensibilité ou de précocité que ne 
permet la seule lecture des symptémes. Cette possibilité sera 
envisagée plus loin. 

3° La décroissance du nombre des lésions de la premiére A laa 
troisiéme ligne rend vraisemblable I’hypothése d’une relation 
quantitative entre l’intensité du phénoméne allergique et la quan- 
tité du virus présent dans la feuille. 
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II. — RepéRAGE DU VIRUS PAR LA REACTION ALLERGIQUE. 


Les résultats énoncés ci-dessus montrent que si on inocule 
une feuille de la variété J. I. C., le nombre des lésions produites 
décéle de facon probablement quantitative la présence de virus 
dans la feuille au moment de l’inoculation, le nombre de lésions 
variant en sens inverse de la quantité de virus présente dans la 
feuille. 

Nous avons tenté d’utiliser ce « repérage » pour suivre le 
mouvement du virus dans la plante a partir de la plage inoculée. 
Ii semble établi que si on inocule une plage limitée d’une feuille. 
le virus, aprés un temps de localisation, et sans doute de multi- 
plication dans cette plage, gagne ensuite rapidement la nervure 
de cette feuille, puis la tige, et apparait en des points de la plante 
trés é6loignés de la feuille inoculée (soit ]’extrémité supérieure, 
soit ’extrémité inférieure de la plante, soit les deux, selon les 
auteurs), les feuilles comprises entre ces extrémités et la feuille 
d’inoculation restant indemnes. C’est a partir de ces extrémités, 
vraisemblablement aprés y avoir subi une phase de multiplication 
importante, que le virus envahirait successivement les diverses 
feuilles, en se rapprochant de la feuille inoculée, qui ne serait 
finalement envahie que par cette propagation secondaire et non 
d partir de la plage inoculée. 

Nous avons utilisé notre méthode de repérage de la facon 
suivante : 3 plantes de la variété J. 1. C. ont été inoculées une 
premiére fois sur une plage limitée d’une feuille ; puis, dix jours 
plus tard, c’est-a-dire trois jours avant l’apparition des symptémes 
généralisants, alors qu’aucune feuille ne présentait encore de tels 
symptémes, les plantes ont été réinoculées sur toutes leurs feuilles 
et sur toute la surface de celles-ci. Des lésions nécrotiques appa- 
rurent alors sur ces feuilles cing jours plus tard; le tableau II 
indique le nombre des lésions apparues sur les diverses feuilles, 
celles-ci étant comptées 4 partir de la feuille inoculée la premiére 
fois, positivement vers le haut et négativement vers le bas. 

L’examen de ces chiffres montre que : 

1° Les feuilles ne donnant pas de lésions a la réinoculation sont 
celles des extrémités supérieure et inférieure de la plante, ce 
qui concorde bien avec le fait que le virus envahirait d’abord ces 
feuilles. 

2° Ie nombre de lésions a la réinoculation est d’autant plus 
petit que les feuilles sont plus proches des extrémités de la plante. 
Ce gradient apparait nettement lorsque, dans le tableau II, on 
groupe les feuilles, par exemple, en classant la population des 
feuilles supérieures a la feuille d’inoculation en trois groupes 
contenant chacun un tiers des feuilles, et de méme pour les feuilles 
inférieures. Le nombre moyen de lésions par feuille dans chacun 
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Tasieau II. 


NUMERO D ORDRE NOMBRE DE LESIONS A LA REINOCULATION 
de la feuille 


compté a partir 
de la feuille inoculée | : 
la premiére fois 1° plante 2° plante 3° plante 


= tau Mei arma sune Wc: ch signa 0 
SPM Mersee S ase ys Usggt’s es 0 
IO shes tii chum itr sete 0 2 
Se ORe ees WESaehis tabcrake 0 ; 
Se ets eee suet 0 
i Te 4y) 18 
PAPO) ct E™ seh than et wees 47 4 6 
Fn ett yey Cohn ee ee, De 13 3 30 
od Ae ce on 46 41 20 
SES te Pis oes stenon aon Mes 28 39 38 
Py Saree een le 29 5A 4 
Oe oe eee 34 97 34 
Feuille inoculée ‘e 
a Se rte a ne ler 64 44 0 
— 2 5 44 184 
Ste titel ae he ae. Se 42 39 39 
— 4 0 69 48 
— § pe 68 9 
me SR ry ad he 0 0 40 
— 7... 0 7 0 
tet Ur ae Lee ee 0 0 
— 9.,. 0 


de ces groupes est inscrit au tableau III. I] montre nettement que 
le nombre de lésions est d’autant plus petit que les feuilles sont 
plus proches des extrémités de la plante, ce qui concorde, dans 
Vhypothése d’un repérage quantitatif, avec le fait que le virus 


envahirait successivement les diverses feuilles & partir des extré- 
mités de la plante vers la feuille inoculée. 


TABLEAU III. 


NUMERO DU GROUPE NOMRRE MOYEN DE LESIONS 
de feuilles par feuille 4 la réinoculation. 
a partir de la feuille 
inoculée 
la premiére fois 


1° plante 2° plante 3° plante 
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La concordance ainsi observée semble bien confirmer, a la fois 
les hypotheses actuellement admises sur le mouvement du virus 
dans la plante, et l’hypothése d’une corrélation négative entre la 
quantité de virus présente et le nombre de lésions produites aprés 
réinoculation. 


RESUME. 


‘Lorsqu’on inocule le virus de la mosaique du tabac a une plante 
de la variété J. I. C. (hybride stabilisé issu du croisement des 
deux variétés Java Isére et Cabot de Nicotiana tabacum), la plante 
répond d’abord par des lésions nécrotiques dans la plage inoculée, 
puis, sur l’ensemble de la plante, par les symptomes généralisants 
classiques chez Nicotiana tabacum. Si on réinocule ensuite la 
plante sur une autre feuille avec la méme souche de virus, il 
apparait, sur la plage nouvellement inoculée, des lésions nécro- 
tiques en nombre beaucoup moindre que lors d’une premiére 
inoculation : ce comportement peut étre considéré comme aller- 
gique ; cette réponse allergique est probablement quantitative, le 
nombre de lésions de seconde inoculation diminuant, toutes choses 
égales d’ailleurs, en fonction de la quantité de virus présente a la 
suite de la premiére inoculation. Cette diminution permettrait 
ainsi de repérer quantitativement la présence du virus en une 
région donnée de la plante. Cette méthode, appliquée a la 
recherche du mouvement du virus dans la plante 4 partir de la 
plage inoculée, a donné des résultats conformes aux hypothéses 
actuellement admises. 
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SUR LA VARIATION DE LA TENEUR EN LIPIDES 
DU BACILLE TUBERCULEUX, 
EN FONCTION DE L’AGE DE LA CULTURE 


par J. ASSELINEAU. 


(Institut de Biologie physico-chimique, Paris.) 


Ainsi qu’il a été récemment souligné par Négre [4], les bacilles 
tuberculeux de souches virulentes présentent, lorsqu’ils sont trés 
jeunes, une acido-résistance nulle et une virulence faible. Cet 
auteur a constaté dans le cas de cultures de bacilles sur milieu 
de Sauton, que la virulence et l’acido-résistance semblent appa- 
raitre A partir du sixiéme jour. II vient d’étre, en outre, signalé [2] 
que les bacilles trés jeunes de souches virulentes se colorent en 
jaune par la réaction au rouge neutre de Dubos et Middlebrook [3], 
et ne présentent la coloration rouge caractéristique des bacilles 
virulents qu’aprés plusieurs jours. 

I] était done particuliérement intéressant de rechercher les 
différences de composition pouvant exister entre les lipides isolés 
de bacilles jeunes (cultures de quatre ou cing jours) et ceux 
isolés de bacilles Agés (cultures de quatre ou six semaines), 
d’autant plus que H. Bloch [4] n’a pu isoler une fraction toxique 
qwil appelle « cord factor » qu’a partir de bacilles jeunes. 

Utilisant la technique d’extraction fractionnée d’Anderson [5], 
nous avons isolé les diverses fractions Hpidiques de bacilles de 
la souche humaine Test et de BCG, cultivés sur milieu de Sauton. 
Les résultats que nous avons obtenus sont rassemblés dans le 
tableau ci-aprés. 

Ce tableau montre que les bacilles trés jeunes sont caractérisés 
par une feneur beaucoup plus faible en lipides, ce fait étant 
encore plus accentué pour les bacilles humains que pour le BCG. 
Jusqu’a présent, l’existence d’une telle différence de teneur en 
lipides entre bacilles jeunes et bacilles Agés n’avait été avancée, 
4 notre connaissance, que comme hypothése pour expliquer, par 
exemple, la différence de résistance de ces bacilles vis-a-vis de 
acide sulfurique [4]. 

I] est & remarquer que les bacilles jeunes contiennent déja 
autant de phosphatides que les bacilles Agés, sous une forme 
apparemment identique (similitude des propriétés physiques) ; or, 
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TartEAu I. — Teneur en lipides de bacilles de la souche humaine 
virulente Jest et de BCG, en fonction de 1’Age ae la culture. 


SOUCHE 


BCG 


Age de la culture 


42 jours | 4 jours | 28 jours 42 jours 


Fractions lipidiques iso- 
lées, en p. 100 du poids 
sec des bacilles : 


4. Graisse soluble dans l'acé- 


p 100 de la graisse. 
. Fraction phosphatidique . . . ! 0,8 
Point de fusion .... j- 200-2102 
Phosphore p. 100... . 
. Cires etrailes par lalcool- 
ether (cires: A) tee. 
PoMide Lustoi. ae 
Acidite (mm? de KOH N/410 
par milligramme). . . 
. Cires extraites par le chlo- 
roforme 
Dont, lipo-polysaccharide 6.2 
Point de fusion. . . . .| 130-200° | 200-40° | 150-170° 


Lipides libres totaux . . 7,4 24,5 | 40,0 , 22,0 


rappelons qu’a la suite des travaux de Sabin [6], on a voulu 
attribuer une grande importance a cette fraction dans la genése 
de la lésion tuberculeuse. 

Au contraire, les cires (extraites par le chloroforme) semblent 
s’élaborer plus lentement au cours de la croissance du bacille. 
Asselineau et Lederer [7] ont montré antérieurement la présence 
dans ces cires d’un lipo-polysaccharide, dont la constitution 
chimique est trés voisine de celle du « Pmko » de N. Chou- 
croun [8]. Dans les bacilles trés jeunes, nous avons retrouvé une 
telle fraction lipo-polysaccharidique, mais en proportion trés 
faible (voir tableau). 

Les graisses du bacille tuberculeux renferment une proportion 
importante d’acides gras libres [9]; l’examen de notre tableau 
montre que cette teneur est beaucoup moins importante chez les 
hacilles jeunes; elle reste encore faible chez les bacilles pro- 
venant de cultures de BCG Agées de quinze jours (16 p. 100 de 
fraction acide par rapport a la graisse brute). De méme, nous 
avons été incapable de mettre en évidence de l’acide mycolique 
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libre dans les bacilles Test de cing jours, alors que nous en avons 
isolé a partir de bacilles de quarante-deux jours, de la méme 
souche [40] (ainsi d’ailleurs qu’a partir de bacilles agés de souches 
humaines virulentes Aeschbacher et H-37 Rv). C’est l’absence de 
cet acide libre qui cause la différence d’acidité et de point de 
fusion des cires A (1) de bacilles Test avec l’age (voir tableau). 
La richesse des cultures de bacilles tuberculeux Agés en acides 
gras libres pourrait s’expliquer soit par un processus physiolo- 
gique normal, soit par une autolyse de bacilles morts. 

D’aprés ces résultats, la fraction phosphatidique ne semble pas 
étre un facteur important dans la virulence du bacille tuber- 
culeux, puisque des bacilles trés jeunes, peu virulents, en ren- 
ferment autant que des bacilles agés virulents. D’ailleurs, !a 
formation de cellules géantes n’est pas l’apanage des phospha- 
tides et de l’acide phthioique qu’ils renferment, car d’autres 
fractions lipidiques, telles que les acides mycoliques [44] ou les 
lipo-polysaccharides [412], possédent aussi cette propriété. Au 
contraire, la faible teneur en « cires » que nous avons observée 
chez les bacilles trés jeunes est en accord avec une intervention 
possible de ces substances dans le phénoméne de la virulence 
(peut-étre par l’intermédiaire de la fraction lipo-polysacchari- 
dique [43]) et de ]’acido-résistance (en modifiant la perméabilité 
de la paroi cellulaire). 

I]_ serait possible d’expliquer la plus faible virulence des 
bacilles jeunes par un empéchement de leur multiplication dans 
l’organisme, par suite d’une immobilisation par des processus 
phagocytaires. En effet, il vient d’étre montré [44] que le lipo- 
polysaccharide Pmko, ainsi que d’ailleurs les bacilles tubercu- 
leux virulents (H-387 Rv), inhibent le chimiotactisme des leuco- 
cytes, tandis que des bacilles avirulents (H-387 Ra), ot la fraction 
lipo-polysaccharidique semble absente [7], produisent une inhi- 
bition nettement moins marquée. Des bacilles trés jeunes pour- 
raient donc présenter une faible inhibition du chimiotactisme 
leucocytaire, en raison de leur faible teneur en lipo-polysaccha- 
ride. L’action toxique de la fraction phosphatidique pour les 
leucocytes, observée par Wartman et Ingraham [45], devrait jouer 
un rdle secondaire en raison de la faible teneur des bacilles en 
cette fraction. 

Asselineau et Lederer [7] ont rendu responsables de la colo- 
ration des bacilles virulents par le rouge neutre, selon Dubos et 
Middlebrook [3], la fraction lipo-polysaccharidique et l’acide 
mycolique libre. L’existence d’une trés faible teneur en lipo- 


(1) Nous désignons par « cires A » les cires isolées, & cété de la 
fraction phosphatidique, de l’extrait 4 Valcool-éther, pour les distin- 
guer des cires extraites par le chloroforme. 
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polysaccharide et l’absence d’acide mycolique libre chez les 
bacilles trés jeunes sont en accord avec cette explication de la 
réaction au rouge neutre, puisque Viallier, Kalb et Tigaud [2] 
ont observé que les bacilles trés jeunes se colorent comme les 
bacilles avirulents. 


Résumé. — Nous avons comparé la teneur en lipides de cultures 
jeunes (quatre ou cing jours) de bacilles tuberculeux (souche 
humaine Test et BCG), et celle de bacilles Agés (quatre ou six 
semaines). 

La teneur en lipides libres totaux n’est que de 7 a 10 p. 100 
du poids sec des bacilles jeunes, au lieu de 20 4 22 p. 100 chez 
les bacilles Agés. 

Les bacilles jeunes présentent sensiblement la méme teneur en 
fraction phosphatidique que les bacilles Agés. Au contraire, leur 
teneur en « cires » est beaucoup plus faible. 

Nous discutons l’incidence de ces résultats sur les problémes 
de la virulence et de l’acido-résistance du bacille tuberculeux, et 
sa coloration par le rouge neutre. 


Nous remercions la Fondation Waksman pour le développement 
des études microbiologiques en France, pour une subvention (attribuée 
au laboratoire de E. Lederer) ayant facilité notre travail. Nous remer- 
cions également M. le professeur J. Tréfouél, directeur de 1’Institut 
Pasteur, et M. le Dt J. Bretey, chef de service, qui nous ont fourni 
les cultures de bacilles utilisées dans ce travail. 
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(Institut Pasteur, 25, rue du Docteur-Roux, Paris, 15°.) 


Séance du 5 Juillet 49514. 


Présidence de M. GASTINEL 


COMMUNICATIONS 


RAGE CLINIQUE EXPERIMENTALEMENT CONSTATEE 
CHEZ UN LAPIN DOMESTIQUE 


par P. REMLINGER et J. BAILLY. 


(Institut Pasteur du Maroc, Tanger.) 


Bien que trés réceptif au virus rabique, le lapin ne figure guére 
qu’a titre d’accident de laboratoire dans la longue liste des animaux 
dont les morsures sont justiciables du traitement pasteurien. Le fait 
parait dG moins au faible risque qu’il court d’étre mordu qu’a la forme 
paralytique exclusivement réalisée chez lui par la maladie. De 1a 1’in- 
iérét présenté par un lapin atteint dans un clapier domestique d’une 
rage furieuse expérimentalement démontrée. Nous devons cette obser- 
vation, unique croyons-nous dans la littérature médicale, A l’amabilité 
de M. le D* Saillard, vétérinaire inspecteur de ]’Elevage A Taza, qui 
nous l’a signalée et a bien voulu se préter avec l’un de nous a une 
minutieuse expertise. 


Il s’agit dun lapin male de race commune, blane et noir, agé de 
11 mois, né dans un elapier d’une douzaine de congénéres ou, depuis 
sa naissance, il n’a cessé de vivre au milieu de toute sa famille. Ce clapier 
est situé 4A Taza dans un jardin entourant la villa d'un colonel, villa 
édifiée elle-méme dans la zone suburbaine, en bordure d’un champ d’orge. 
Ce clapier est constitué par une grande cage en bois et en grillage, 
aménagée sur un sol en terre battue creusée de nombreuses galeries. Les 
lapins peuvent y trouver un abri contre la chaleur mais elles sont, ainsi 
que le fait a été constaté de visu, fréquentées par de nombreux rats qui, 
du reste, pullulent aux environs. Trois chiens griffons enfermés dans 
un chenil individuel et vaccinés contre la rage n’ont aucun accés possible 
a ce clapier, dont les hdtes les laissent indifférents. Alors que parmi 
ceux-ci la concorde Ja plus grande n’avait cessé de régner, Je lapin blanc 
et noir attire Vattention, le 15 mars, par une agressivité insolite. Il se 
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jette sans raison sur ses congénéres et les mord cruellement. L’un d’eux, 
le dos littéralement labouré par une plaie profonde de 12 cm de long 
sur 5 cm de large intéressant les muscles doit étre sacrifié peu de temps 
avant le moment ot vraisemblablement il allait succomber. Un deuxiéme 
présentant des lésions analogues doit également étre sacrifié. Bientot 
Yagitation est telle dans le clapier que l’agresseur doit étre abattu. La 
phase paralytique de l’affection n’a pas eu ainsi le temps de se produire. 
Quoi qu’on pense a un épisode de sexologie plutot qu’a la rage, l’encé- 
phale du mordeur nous est envoyé en glycérine. Le 29 mars, une émulsion 
bulbaire est inoculée A un cobaye et A un lapin par voie intracérébrale. 
Le cobaye montre de la tristesse et de l’inappétence le le" mai (trente- 
deuxiéme jour), une paralysie généralisée le lendemain et est trouvé mort 
le 3 mai au matin (trente-quatri¢éme jour). La corne d’ Ammon renferme 
des corpuscules de Negri. Le lapin présente, le 9 mai (quarante et uniéme 
jour), les premiers symptomes d’une rage mi-furieuse, mi-paralytique et 
meurt deux jours plus tard. De nouveaux passages sont faits, qui déja 
aménent la mort du lapin sept jours aprés l’inoculation et celle du cobaye 
six jours aprés elle. Un chien inoculé dans le cerveau présente, six jours 
plus tard, les premiers symptomes de la maladie et succombe le neuviéme 
jour a une rage mi-furieuse, mi-paralytique. Un chat inoculé de méme 
présente les premiers symptomes de la rage furieuse dés le cinquiéme 
jour et meurt le septieme. Des rats blancs et des souris blanches inoculés 
dans les muscles de la nuque succombent du sixiéme au neuvieme jour 
a des rages typiques. Le virus, qui ainsi a montré d’emblée une grande 
virulence, est entretenu par passage chez le cobaye. Les premiers 
symptomes apparaissent le quatrieéme jour et la mort survient le septiéme 
(virus renforcé). 


Etant donné les circonstances et les locaux ott la maladie s’était 
déclarée, il n’était pas possible d’incriminer le chien, le chacal, etc. 
Des rats par contre fréquentaient le clapier et trouvaient un refuge 
dans ses galeries souterraines. Bien qu’il n’ait pas été observé chez eux 
de mortalité et qu’aucune preuve péremptoire ne puisse étre fournie, 
il parait bien évident que ces rats seuls ont pu étre les agents de la 
transmission. I] n’y a 1a rien d’inédit. En Espagne, au Chili, 4 Tanger 
méme le rat a été accusé d’étre un important réservoir de virus. A 
Istambul, A Bucarest, il a été pris sur le fait et la rage chez lui a été 
expérimentalement démontrée. L’épisode qui vient d’étre relaté est A 
ajouter aux précédents. 


LA VACCINATION ANTI-DIPHTERIQUE 
PEUT-ELLE EVEILLER 
LA VIRULENCE D'UN BACILLE DE KOCH LATENT 
DANS L’ORGANISME ? 
par P. REMLINGER et J. BAILLY. 


(Institut Pasteur du Maroc, Tanger.) 


L’hypothése a été émise que la vaccination antidiphtérique pouvait 
donner 4 un bacille de Koch latent dans l’organisme la possibilité de 
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se développer et de déterminer une egénéralisation de la tuberculose ou, 
tout au moins, la formation d’un abcés a l’endroit de la piqdre. L’expé- 
rience suivante parait susceptible de contribuer pour une modeste part 
a la solution de la question. 


Le 23 janvier, au cours de l’étude dun pseudo-vaccin tuberculeux, 
19 cobayes, dun poids de 350 & 520 g, avaient recu sous la peau une 
égale quantité d’une dilution de crachats bacilliféres, La maladie avait 
chez tous évolué de fagon classique. Le 19 avril, 7 avaient déja succombé 
a une généralisation du B. K. Quel allait étre chez eux Veffet de la vacci- 
nation? 6 regoivent sous la peau 1/2 em? de l’anatoxine diphtérique de 
l'Institut Pasteur (1). L’injection est répétée a la dose de 1/2 cm? huit jours 
plus tard et a celle de 1 cm’ huit jours plus tard encore. Les cobayes 
recgoivent ainsi intentionnellement une dose d’anatoxine trés supérieure 
a celle de la vaccination infantile, Six autres cobayes recoivent de méme 
1/2 cm* de vaccin associé antidiphtérique, tétanique, typhoidique et para- 
typhoidique A et B (2). Une deuxiéme injection de 1/2 cm? est pratiquée 
aprés huit jours et une troisieme de 1 cm? aprés quinze jours. Ici aussi, 
les duses sont proportionnellement trés supérieures A celles qu’auraient 
recues des enfants. 


Six cobayes, nés de cobayes tuberculeux, ayant partagé pendant un 
temps plus ou moins long la cage de leurs parents et se trouvant ainsi 
dans des conditions voisines de celles des enfants chez qui la vaccination 
est pratiquée (3), sont traités comme les animaux précédents. Trois 

As 


recoivent en trois injections 2 cm’ d’anatoxine diphtérique et 3 en trois 
injections également 2 cm’ de vaccin associé, 


Deux cobayes provenant de l’élevage recoivent enfin, 4 titre de témoins, 
une dose identique (2 cm en trois injections) d’anatoxine ou de vaccin 
associé. Ils n’ont présenté aucune réaction et sont demeurés vivants el 
bien portants. 


Des 12 cobayes vaccinés, alors que la tuberculose était chez eux en 
évolution, 9 ont succombé 4 une généralisation de la maladie les 27 et 
28 février, 5, 5, 8, 12, 14, 28 mai, 15 juin, Ils ne présentaient aucune 
lésion et, en particulier aucun abcés ni aux points d’injection des vaccins, 
ni dans les territoires ganglonnaires correspondants. Aucune différence 
ne pouvait étre notée entre leur tuberculose et celle des 7 cobayes 
décédés avant d’étre vaccinés les 10, 16, 16, 20 février, 26, 27 mars et 
19 avril. Le 25 juin, cing mois aprés Vinoculation tuberculeuse, un peu 
plus de deux mois aprés les injections d’anatoxine ou de vaccins associés, 
3 cobayes sont encore vivants. La maladie évolue chez eux de fagon 
classique (induration au point dinoculation, tuméfaction ganghonnaire, 


(1) « Vaccin anti-diphtérique. Anatoxine.* Trente unités anatoxine par 
centimetre cube. Préparé en mars 1950. Efficace jusqu’a mars 1952, » 

(2) « Vaccin associé anti-diphtérique, tétanique, typhoidique et para- 
typhoidique A et B enfants. Préparé le 15 février 1950. Efficace jusqu’au 
15 février 1952. » 

(3) On sait que le cobaye ne contracte que rarement la maladie dans 
les laboratoires, mais que toutefois la contagion est susceptible d’étre 
réalisée par un contact intime dans la cage d'un animal malade (P. Ren- 
LINGER, ces Annales, 1923, 37, 686). ‘ llkes: 
dyspnée, amaigrissement). Il n’existe aucune lésion et en particulier aucun 
abcés aux points d’injection de l’anatoxine ou des vaccins non plus que 
dans les territoires ganglionnaires correspondants. 
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Les 6 cobayes vaccinés, aprés avoir partagé la cage de cobayes tuber- 
culeux, sont demeurés bien portants (granulo-diagnostic négatif). Ils sont 
sacrifiés le 25 juin. L’autopsie Ja plus minutieuse ne montre aucune trace 
de tuberculose. Méme absence de Iésion aux points d’injection de vaccins 
ainsi que dans les zones ganglionnaires correspondantes. 


Mémes résultats chez les cobayes ayant recu 4A titre de témoins des 
doses élevées d’anatoxine ou de vaccins. 


De ces expériences. évidemment trop peu nombreuses, il résulte que, 
méme injectés A forte dose, l’anatoxine diphtérique et les vaccins for- 
molés ne peuvent pas appeler 4 la virulence des B. K. qui seraient 
demeurés latents dans l’organisme et provoquer une généralisation de 
la tuberculose ou la formation d’un abcés. Ceux-ci n’apparaissent méme 
pas si les vaccins sont injectés & forte dose & des cobayes chez lesquels 
la tuberculose est en évolution, ce qui, a priort, semblerait devoir 
réaliser les conditions les plus favorables 4 leur production. 


CONTRIBUTION A L’ETUDE 
DE LA TUBERCULOSE EXPERIMENTALE DU COBAYE 
PAR INOCULATION INTRAGANGLIONNAIRE 


par P. GASTINEL, Y. COUTEL et A. CIVATTE. 


(Laboratoire de bactériologie de la Faculté de Médecine.) 


Dans les Annales de l’Institut Pasteur d’octobre 1930, Ninni rappor- 
tait les résultats qu’il avait obtenus par |’inoculation de B. K. au cobaye 
par voie intraganglionnaire. Il montrait que ve tissu se préte admira- 
blement au développement rapide du bacille in loco, en méme temps 
qu’il élimine d’éventuels germes secondaires. 

Ces travaux, rapportés dans plusieurs traités classiques sur la tuber- 
culose, ne paraissent pas avoir été poursuivis : le perfectionnement des 
milieux de culture supplantait ce procédé. 

Sans en youloir faire aujourd’hui la critique, envisagée sous l’angle 
du diagnostic de Ia tuberculose, cette méthode nous a permis de pré- 
ciser quelques particularités physiopathologiques de la _ tuberculose 
d inoculation. 

Nous avons inoculé & 28 cobayes, sous un volume de 2/10 de centi- 
métre cube, des doses de B. K. allant de 1/5 000 a 1/10 de milligramme, 
souche H 37 V, cultivée en milieu liquide de Dubos. 

Vingt-deux animaux ont été inoculés suivant la technique de Ninni 
dans un ganglion cervical, les 6 autres dans un ganglion inguino-crural. 
Si, en effet, les ganglions cervicaux sont généralement d’un volume supé- 
rieur et rendent l’inoculation plus facile, le développement rapide d’une 
importante adénopathie locale rend plus difficile le prélévement ulté. 
rieur des ganglions inoculés. Au contraire, le nombre toujours réduit 


SOCIETE FRANCAISE DE MICROBIOLOGIE 315 


des ganglions inguino-cruraux rend cette manoeuvre plus aisée. En 
outre, bien que nous n’ayons jamais eu d’incident opératoire selon la 
technique de Ninni, il nous a paru plus facile de « pédiculer » les 
ganglions inguinaux pour les injecter. 

Evolution générale. — Les animaux ainsi tuberculisés font une 
maladie dont l’allure générale est commune. On observe le méme amai- 
grissement dont l’intensité et la précocité sont surtout fonction de la 
dose inoculée, et la seule particularité clinique tient A ]’évolution gan- 
glionnaire. 

Trés précocement en effet, se développe une adénopathie importante, 
dont le caractére régional est notable ; dans les dix premiers jours se 
constitue un paquet ganglionnaire multilobé plus ou moins enrobé de 
périadénite, duquel émerge d’une taille comparable 4 une noisette, le 
ganglion inoculé. 

Si Vinjection est faite 4 laine ot le nombre des ganglions est beau- 
coup plus réduit, on trouve a la palpation un gros ganglion flanqué 
d’un ou deux satellites moins importants. Par contre, les adénopathies 
a distance sont cliniquement inconstantes, beaucoup plus tardives et 
toujours modestes. Le plus souvent, il faut attendre trente, quarante- 
cing, soixante jours pour percevoir une augmentation nette du volume 
des ganglions de l’aine aprés inoculation cervicale. 

Nous avons observé cing fois une fistulisation des ganglions a la peau, 
toujours 4 un stade avancé de 1’évolution. S’agit-il d’une fistulisation 
spontanée, comparable 4 l’ouverture cutanée d’un abcés froid costal 
chez homme, ou faut-il y voir la conséquence de la contamination 
cutanée par faute technique ? 

La durée de l’évolution a été trés variable. Ninni la croyait toujours 
raccourcie. Paraf discute cette opinion et, de fait, nous avons vu la 
mort survenir entre le trenti¢me et le deux cent soixante-dixiéme jour 
suivant la dose inoculée et le poids de l’animal au départ. 

A Vautopsie, on trouve les lésions viscérales habituelles & la tuber- 
culose du cobaye : foie et surtout rate sont trés hypertrophiés, conges- 
tifs et semés de foyers caséeux parfois confluents en larges plages. 
Parfois, la périviscérite a développé une coque fibrocaséeuse épaisse 
autour de la rate. Les poumons sont de méme parsemés de nodules 
caséeux plus ou moins confluents, sans que nous ayons remarqué une 
prédominance nette des lésions pulmonaires, comme le signale Ninni. 

A quoi peuvent s’associer des épanchements séreux, parfois impor- 
tants, sur lesquels nous reviendrons ? 

Il est assez remarquable de retrouver, comme pendant la vie, la 
méme inégalité lésionnelle dans la topographie des ganglions examinés 
a lVautopsie. 

Toujours s’est développée une énorme adénopathie régionale : si 
Vinoculation a été cervicale on retrouve 8, 10, 12 ganglions dont cer- 
tains atteignent la taille d’une noisette, envahissant toute la région, 
plus ou moins reliés par la périadénite et présentant macroscopiquement 
tous les aspects depuis l’hyperplasie simple jusqu’a la nécrose caséeuse 
\ peu prés compléte. En régle, on trouve a chaque creux axillaire et 
inguinal un ganglion caséifié, dont la taille est toujours trés inférieure, 
souvent pisiforme. Les ganglions thoraciques superficiels, les ganglions 
Jombaires sont inconstamment et modérément hypertrophiés. Les gan- 
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glions hépatiques, toujours trés importants, en majorité totalement 
caséifiés, atteignent parfois la taille d’une amande. 

De ce tableau assez commun, trois points nous paraissent devoir étre 
isolés : 

1° L’allergie est particuliérement précoce et intense. — Dix jours 
aprés l’inoculation de 1/1 000 de milligramme de B. K. H37V Vintra- 
dermo-réaction au 1/100 est positive vingt et une fois sur vingt-huit, 
parfois escharrotique dés cette date. Dans les mémes conditions, sur 
8 cobayes témoins inoculés avec les mémes doses par voie sous-cutanée, 
un seul est allergique dix jours plus tard, les autres le devenant dans 
les délais habituels de quinze 4 vingt jours. 

Sur deux séries de 4 cobayes, l’intradermo-réaction au 1/1 000 est 
positive dans les mémes délais. L’allergie croit d’ailleurs les jours sui- 
vants et 4 des cobayes ainsi éprouvés avaient au trentiéme jour une 
intradermo-réaction positive au 1/10 000. Ici, comme en bien d’autres 
circonstances, le ganglion parait spécialement favoriser le développe- 
ment de la sensibilisation allergique. 

2° Le bacille tuberculeux se développe rapidement dans le ganglion. 
— C’est la confirmation des travaux de Ninni, que nous avons vérifiée 
tant aprés inoculation d’une émulsion de B. K. a doses trés faibles 
(1/5 000 de milligramme par dilution successive), qu’aprés injection du 
culot de centrifugation de liquides céphalo-rachidiens de méningite 
tuberculeuse. 

Il est facile de voir les bacilles sur des frottis ganglionnaires comme 
a Vexamen des coupes histologiques dans les dix premiers jours qui 
suivent l’inoculation. 

Joint 4 la précocité de l’allergie, ce caractére doit étre retenu pour 
avoir éventuellement une grande valeur diagnostique lorsqu’on doit 
expertiser un produit suspect « réductible 4 un volume de 2/10 de 
centimétre cube ». 

Nous nous proposons d’étudier l’extension possible de cette méthode, 
qui associe aux avantages des cultures rapides celui de suivre en méme 
temps la tuberculisation du cobaye. C’est dans ceite intention que nous 
avons substitué a l’inoculation cervicale l’injection dans un ganglion 
inguinal plus facile 4 prélever dix jours plus tard sans risque d’inci- 
dents opératoires. 

Apres ablation du ganglion, la tuberculose du cobaye se poursuit 
jusqu’a la mort de l’animal, qui apportera les confirmations nécrop- 
siques. 

3° Nous avons enfin fait l’examen histologique, aprés dix, vingt, 
trente, quarante-cing jours d’évolution d’une part des ganglions 
inoculés, d’autre part des ganglions prélevés & distance pour compléter 
nos examens nécropsiques. 

La comparaison de nos protocoles anatomiques montre une analogie 
4 peu pres absolue entre les ganglions inoculés et les ganglions A dis- 
tance, examinés au méme stade d’évolution clinique. 

Au total, nous avons rencontré, diversement associés, quatre types 
lésionnels : 

a) Homogénéisation avec diminution des centres clairs et prolifé- 
ration lymphocytaire ; 

) Réaction réticulo-histiocytaire diffuse ; 


, 


SOCIETE FRANCAISE DE MICROBIOLOGIE 347 


c) Formation de microabcés avec plages de polynucléaires ; 

d) Phénoménes vasculaires allant de la congestion A ]’infarctus. 

La prédominance chronologique de ces éléments analytiques, sur un 
fond de réaction inflammatoire subaigué, revét tantét l’aspect d’une 
réaction réticulo-histiocytaire, précocement observée, tantét l’aspect 
d’une congestion intense, qui parait aller de pair avec le développement 
de lallergie ; sur ces types lésionnels apparaissent précocement une 
fibrose jeune périglandulaire visible dés le douziéme jour et surtout 
des plages d’abord trés clairsemées, puis plus confluentes jusqu’A 
devenir globales, de nécrose caséeuse. 

Malgré l’analogie que nous avons signalée entre les ganglions inoculés 
et les ganglions réactionnels 4 distance, nous devons observer que les 
rares formations giganto-cellulaires n’ont été vues que sur les premiers, 
dans lesquels, d’autre part, la caséification est plus précoce. 

Un autre caractére distinctif nous parait digne d’étre noté : alors que 
le B. K. est facilement retrouvé, et pour cause, dans le ganglion inoculé, 
nous ne l’avons observé qu’a titre exceptionnel 4 l’examen direct des 
ganglions réactionnels et inconstamment aprés culture. 

De cette vue synthétique de nos examens histologiques nous youdrions 
enfin retenir un dernier caractére dont la quasi constance est assez 
frappante : la réaction vasculo-congestive. 

Nous l’avons retrouvée a l’examen histologique du foie, de la rate et 
des poumons prélevés 4 ]’autopsie, réalisant parfois de véritables nappes 
hémorragiques, surtout dans le foie ou la rate. Ailleurs, c’est un véri- 
table infarctus qui s’est constitué, au milieu de la prolifération lympho- 
réticulaire commune. 

Sans doute faut-il en rapprocher les épanchements séro-hématiques 
de Ja plévre, et surtout du péritoine, que nous avons observés chez 
6 animaux. Que ces lésions témoignent de l’intensité de |’allergie, nous 
en voulons pour preuve : 

— leur développement paralléle au développement de _ lallergie 
cutanée ; 

— leur coexistence avec des ganglions mésentériques généralisés que 
nous n’avons observés que dans ces conditions ; 

— leur apparition dans un de nos cas au lendemain d’une intra- 
dermo-réaction accidentellement trop forte qui a entrainé la mort de 
l’animal avec un infarctus mésentérique. 

En résumé, l’inoculation au cobaye de B. K. par voie ganglionnaire 
nous a permis d’observer — 

— le développement du bacille in loco, avec les perspectives diagnos- 
tiques envisagées par Ninni ; 

— les stades évolutifs de la réaction histologique du ganglion inoculé 
ei des ganglions a distance ; 

— ]’intensité de l’allergie dont témoignent la positivité précoce de 
lintradermo-réaction, les phénoménes vasculaires viscéraux, et qui 
s’inscrivent dans le processus réticulo-histiocytaire et dans les phéno- 
ménes vasculaires observés dans le ganglion biopsié. 
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-LE TRAITEMENT PAR LA NEOMYCINE 
DES SOURIS TUBERCULISEES EST-IL EFFICACE? 


par C. LEVADITI et M™e CHAIGNEAU-ERHARD. 


(Institut Alfred-Fournier et Institut National d’Hygiéne.) 


La néomycine, antibiotique élaboré par le Streptomyces fradiae [4] 
et découvert par Waksman et Lechevalier [2], a été étudiée, du point 
de vue de son activité antituberculeuse in vifro, par Waksman, 
Hutchinson et Katz [3], qui ont montré que cet antibiotique agissait 
sur les souches de Mycobacterium tuberculosis normales ou strepto- 
mycino-résistantes. La création de telles souches insensibles 4 la néo- 
mycine parait plus difficile que celle des mutants indifférents a la 
streptomycine [4]. Les effets antibacillaires in vivo ont été évalués chez 
le cobaye par Steenken, Wolinsky et Bolinger [5]. Administrée 4 la 
dose quotidienne de 5 000 U, la néomycine se révéle douée d’une acti- 
vité curative incontestable, quoique inférieure 4 celle de la streptomy- 
cine, et cela chez les cobayes contaminés avec la souche H37 Rv de 
bacilles tuberculeux. D’autres essais similaires ont été effectués par 
Karlson, Gainer et Feldman [6], avec des résultats nettement supérieurs 
4 ceux-ci. En effet, le potentiel antibacillaire de la néomycine, évalué 
d’aprés la survie des cobayes traités, l’aspect macroscopique, leur étude 
histopathologique et leur teneur en B. K., apparut de tout premier 
ordre, bien que quelque peu inférieur 4 celui de la streptomycine. 
Quant aux expériences effectuées sur la souris tuberculisée, celles rela- 
tées par Rake [7] ont montré que la néomycine, injectée par voie 
sous-cutanée, est environ deux fois moins active que la streptomycine. 
Récemment, Carr, Pfuetze, Brown, Douglass et Karlson [8] ont utilisé 
le méme antibiotique dans le traitement de la tuberculose humaine et 
ont enregistré des résultats symptomatiques favorables, les effets radio- 
logiques étant toutefois inférieurs 4 ces derniers. Par ailleurs, Kadison, 
Volini, Hoffman et Felsenfeld [9] ont insisté sur l’insuffisance curative 
antituberculeuse de la néomycine chez homme et attiré I’attention 
sur les complications vestibulaires et rénales qu’elle occasionne. La 
toxicité assez élevée de cet antibiotique chez l’homme et Jes animaux 
est, d’ailleurs, actuellement reconnue. 

M. Waksman ayant eu l’amabilité de nous faire parvenir de la néo- 
mycine (ce dont nous le remercions cordialement), nous avons entrepris 
quelques essais thérapeutiques chez les souris tuberculisées expérimen- 
talement. Nos résultats font objet de la présente note. 


Technique. — Inoculation (souche H. 512) suivant la technique utilisée 
dans nos travaux antérieurs. Deux lots. Le premier sert de témoin, infecté, 
mais non traité. Le second est constitué par des souris contaminées, puis 
lraitées de la fagon suivante (injection sous-cutanée) : pendant les quatre 
premiers jours, 1 000 U (par 20 g), puis, en raison d’une intolérance mani- 
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feste, seulement 500 U. par jour, pendant vingt-quatre jours. Cette dose fut, 
a Nouveau, ramenée a 1 000 U, mais elle provoqua la mort de tous les 
sujets survivants, trente-cing et trente-six jours aprés le début de l’expé- 
rience. I] en résulte que la néomycine a été administrée A des doses A la 
limite et, finalement, au-dessus de sa tolérance. Les résultats ont été 
évalués de la méme facon que dans nos recherches antérieures. 


Résuutats. 1° Souris témoins. — Mortalité entre dix-neuf et vingt- 
huit jours (maximum entre vingt et vingt-huit jours) : 100 p. 100. 
Lésions microscopiques pulmonaires : + — = 5 p. 100; de +++4++4+ 
t © =95 p. 100. Taux bacillaire du poumon : de ++++ Aa 
co = 95 p. 100. Donc, infection térébrante et constamment mortelle. 

2° Souris traitées. — Dose totale par souris : de 11000 4 17000 U. 
Mortalité entre vingt-trois et trente-six jours (maximum entre trente 
et trente-six jours) : 100 p. 100. Lésions microscopiques pulmonaires : 
+——=7,5 p. 100; de +++ aA ow = 92,5 p. 100. Taux bacillaire 
du poumon : + = 15,4 p. 100; de ++ Ao = 84,6 p. 100. 

Ces données sont condensées dans le tableau ci-dessous : 


: ame , 

5 5 53 LESIONS BK 
TRAITEMENT eg & se microscopiques ie 

ra a . 160 

z S p. 100 P 

(=) 

+— jttt+tao |] 4+—] 444+ a0 
a pe Wei MEY eae 95 0 95 


Néomycine 3 é 
(500 a 4.000 U |De 44 000} 499 Tiga attra eo Pe Br ae % 
par jour). | 417 000. : a es 


Ce tableau autorise les conclusions suivantes 

1° Administrées quotidiennement, des doses de 1000, puis 500 et 
enfin, 4 nouveau de 1 000 U par 20 g de néomycine se révélent a la 
limite de la tolérance et méme, a la longue, toxiques pour les souris 
tuberculisées. 

2° La mortalité des sujets traités, comme d’ailleurs celle des animaux 
témoins, a atteint 100 p. 100. La durée de survivance de 53 p. 100 
des sujets a été de trente-cing ou trente-six jours. 

3° L’examen microscopique des altérations pulmonaires et le taux 
bacillaire dé ces altérations n’ont révélé aucun effet curatif de la 
néomycine. En effet, l’intensité des Iésions pulmonaires a été de 
+++ 400 dans 92,5 p. 100 des cas, celle de la bacillose également 
de ++ 4 o dans 84,6 p. 100. 

4° La durée de Ia survie des animaux néomycinisés a été assez longue 
pour que l’antibiotique, administré a des doses particuli¢rement 
élevées, puisse manifester une activité thérapeutique éventuelle. Or, 
tel n’a pas été le cas, aucune différence appréciable n’étant apparue 
entre les souris témoins et les sujets traités. 
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ConcLusions GENERALES. —- La néomycine, par elle-méme toxique, n'a 
manifesté, dans les conditions de nos essais, aucune activité antituber- 
culeuse in vivo chez la souris, et cela dans des circonstances ow la 
streptomycine se serait certainement révélée efficiente. 
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COMPARAISON DE L’ACTIVITE ANTITUBERCULEUSE 
DE LA NEOMYCINE, 
DE LA VIOMYCINE ET DE LA STREPTOMYCINE 


par Francoise GRUMBACH et Noét RIST. 


Unstitut Pasteur. Service de la Tuberculose.) 


L’activité antituberculeuse in vitro et in vivo de la Néomycine et 
de la Viomycine a été mise en évidence dés la découverte de ces nou- 
veaux antibiotiques [4, 2, 3] ; leur activité, aussi bien sur les souches 
résistantes que sur les souches sensibles A la Streptomycine de 
bacilles tuberculeux, a particulitrement retenu l’attention. 

Nous avons voulu nous rendre compte, en les comparant a la 
Streptomycine dans la tuberculose expérimentale de la souris, dans 
quelle mesure ils étaient applicables en thérapeutique. 

Dans nos expériences in vitro, la Néomycine (1) est, & nombre égal 
d’unités, au moins aussi active que la Streptomycine sur les bacilles 
tuberculeux humains (en milieu de Youmans-sérum) ; mais, A poids 
égal (200 unités au milligramme), elle est cing fois moins active ; 
la Viomycine (2), & poids égal et 4 nombre égal d’unités (l’unité étant 


(1) Echantillons de Sulfate de Néomycine « Pfizer » titrant 200 unités au 
milligramme et de Sulfate de Néomycine « Rh6éne-Poulenc » titrant 215 unités 
au milligramme. 

(2) Sulfate de Viomycine « Pfizer ». 
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équivalente 4 1 y de base pure), est quatre fois moins active que la 
Streptomycine. 

Nous fondant sur ces rapports d’activité, nous avons réalisé diffé- 
rentes expériences sur la tuberculose de la souris, en tenant compte 
d’une part, de la toxicité de ces produits et d’autre part, de leur 
activité tuberculostatique. 


Toxicité. — La DL,, est, pour une souris de 20 g, de 25 mg pour 
la Streptomycine, et de 10 mg pour la Néomycine et la Viomycine. 
Mais, alors que la Néomycine, 4 la dose de 1000 unités (5 mg) par 
jour et par souris, administrée en une fois sous la peau et pendant 
vingt-cing jours, tue 50 p. 100 des souris, la Viomycine, administrée 
dans la mémes conditions, est parfaitement tolérée 4 6000 unités (6 mg). 


ACTIVITE THERAPEUTIQUE CHEZ LA souRIsS. — Nos expériences ont été 
faites sur des souris blanches ou grises (race dba), Agées de 32 
4 36 jours, inoculées par voie veineuse avec 0,05 mg de la souche H,,Rv 
(culture en milieu homogéne de Dubos Agée de 6 & 8 jours). Le trai- 
tement commence le lendemain de l’inoculation. 


NEoMycInE. — LHzpérience I (souris blanches). — Expérience de 
« survie ». Trois lots de souris : un lot de 11 souris traitées avec 
1000 unités (5 mg) de Néomycine, par jour, par voie sous-cutanée en 
une fois ; un lot de 15 souris traitées avec 1000 unités (1 mg) de 
Streptomycine, par jour, par voie sous-cutanée en une fois ; un lot 
de 17 souris non traitées : témoins. 

Durée du traitement : vingt jours. 

MORTALITE DKS SOURIS 


en jours 
Te ea 
50 p. 100 100 p. 100 
TENIOMSryehs Seat HEU Ae. oo. 2055 25 
Praitées MEOMYCINC saya praw ome)? -ehe) 35 70 
Traitées streptomycine ....... 60 La derniére sacrifiée 
a 102 jours. 


Les souris traitées 4 la Néomycine, qui meurent au bout de vingt- 
huit a trente jours, ne présentent pas de lésions appréciables visibles 
4 loeil nu, et sur frottis de poumon on ne trouve que 5 a 10 bacilles 
tuberculeux par champ microscopique. Il est trés vraisemblable que 
ces souris meurent du fait de la toxicité de la Néomycine. 

Du trenti¢me au trente-cinquiéme jour, les souris, qui meurent, 
présentent, comme celles traitées 4 la Streptomycine, des lésions 
tuberculeuses évolutives contenant de nombreux bacilles: et, au 
soixantiéme jour, l’aspect des poumons 4 l’ceil nu dans les deux lots 
est tout & fait comparable a celui des témoins au vingti¢me jour. 

Expériences II et III (3) [souris blanches]. — Dans ces deux expé- 
riences, nous n’avons pas étudié le temps de survie. Le traitement 


(3) Ces deux expériences, faites avee deux échantillons différents de 
Néomycine, ont donné des résultats tout a fait comparables : Expérience I 
avec Néomycine « Pfizer ». Expérience HI avec Néomycine « Rhéne- 
Poulenc ». 


322 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


est poursuivi jusqu’a la mort de 50 p. 100 au moins des témoins 
(vingt-trois A vingt-cing jours). A ce moment, toutes les souris sont 
sacrifiées et autopsiées. 

Les résultats des expériences II et III sont consignés dans le 
tableau I (4). 

L’examen histologique des organes confirme la valeur des résultats 
appréciés A l’ceil nu. Il révéle chez les souris traitées soit A la Strepto- 
mycine, soit 4 la Néomycine des lésions tout a fait comparables en 
étendue et en nature, dans le poumon, le foie, la rate. 

En résumé, ces trois expériences démontrent I’activité antitubercu- 
leuse certaine de la Néomycine. Elle est, en unités, aussi active que 
la Streptomycine, mais dans 1l’état actuel des préparations de 
Néomycine, cette dose active représente un poids de Néomycine 
cing fois supérieur au poids de Streptomycine équivalent, et l'efiet 
thérapeutique ne s’obtient qu’au prix d’un pourcentage important 
de mortalité par toxicité. Si, dans l’expérience de survie (exp. I) les 
souris traitées A la Néomycine meurent aux vingt-huiti¢éme, trentiéme 
jours sans lésions visibles 4 l’eeil nu, la mortalité précoce est duc 
4 la toxicité. De méme dans les expériences II et III, l’indice tuber- 
culeux moyen, basé sur les lésions du poumon, est meilleur que celui 
des souris traitées 4 la Streptomycine, mais le nombre des bacilles 
sur frottis est plus élevé. Cette dissociation semble étre un effet de la 
toxicité de la Néomycine qui agirait sur l’organisme de la souris en 
l’empéchant soit d’édifier des lésions, soit de participer 4 la bacté- 
riostase. 


ViomycinE. — Une premiére expérience a été réalisée sur des souris 
erises (race dba) auxquelles nous avons administré par voie sous- 
cutanée 3 mg par jour en une fois, parallélement 4 1 mg de Strepto- 
mycine. 

Dans une deuxiéme expérience sur des souris blanches, nous 
avons administré 6 mg par jour de Viomycine parallélement & 2 mg 
de Streptomycine. 

Les résultats de ces expériences sont consignés dans le tableau II. 

Toutes les souris ont été sacrifiées au vingt-troisitme jour. 

Examen histologique : Les \ésions tuberculeuses observées, tant dans 
le poumon que dans les autres organes (foie, rate, reins), sont sensi- 
biement de méme étendue et de méme nature chez les souris traitées 
par la Viomycine (3 mg) ou par la Streptomycine (1 mg). 

En résumé, & des doses trois fois supérieures (en poids) a celles de 
Streptomycine, la Viomycine est trés active, aussi active que la 
Streptomycine. Les souris traitées &§ la Viomycine ne manifestent aucun 
signe d’intoxication et continuent A grossir. Le nombre des bacilles 
tuberculeux dans les organes est sensiblement le méme dans les 2 cas. 


(4) L’indice tuberculeux moyen est établi, d’aprés Yaspect macroscopique 
des lésions du poumon, de la fagon suivante : 0, poumon normal ; 1, rares 
ou trés rares granulations grises ; 2, assez nombreuses ou nombreuses 
granulations grises ; 3, trés nombreuses granulations grises ou nombreuses 
blanches ; 4, trés nombreuses granulations blanches. On donne une note 


de ) 4 4 4 chaque souris et on fait ensuite la moyenne de ces notes dans 
chaque groupe. 
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ConcLusions. — Des résultats obtenus avec la Néomycine et la 
Viomycine dans la tuberculose expérimentale de la souris, on peut 
tirer les enseignements suivants : 

Pour obtenir le méme résultat thérapeutique, il faut administrer 
soit 1 mg de Streptomycine, soit 3 mg de Viomycine, soit 5 mg de 
Néomycine. D’autre part, si les toxicités aigués de la Viomycine et 
de la Néomycine sont semblables, la toxicité chronique de la Viomycine 
est trés inférieure A celle de la Néomycine, si bien que ces doses 
représentent pour la Viomycine une dose bien tolérée et pour la 
Néomycine une dose toxique. 

De ces deux antibiotiques, tous deux moins actifs et plus toxiques 
que la Streptomycine, la Viomycine seule semble actuellement pouvoir 
prendre une place en thérapeutique antituberculeuse. 
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ASPECTS VARIES DE LA SENSIBILITE 
DU BACILLE TUBERCULEUX 
ALA 
PARA-ACETYLBENZALDEHYDE-THIOSEMICARBAZONE 
(Tl) 
EN MILIEU DE YOUMANS 


par N. RIST, M™> S. CALS et W. JULLIEN. 


(Institut Pasteur. Service de la Tuberculose.) 


Aprés avoir été longtemps niée, la résistance du bacille de Koch 
au TbI a été récemment constatée par plusieurs auteurs. Nous avons 
relaté leurs travaux ailleurs et nous les avons confirmés en montrant 
que sur 8 souches bacillaires provenant de tuberculeux cavitaires traités 
par 3.5 4 23 g de TbI, 7 étaient huit A cent fois plus résistantes que 
les souches de malades non traités [4]. Le titrage de la sensibilité 
au TbI peut donc faire partie prochainement de la pratique courante. 
Il présente quelques particularités et les résultats en paraissent au 
premier abord beaucoup plus difficiles & interpréter’ que ceux des 
litrages de sensibilité & la streptomycine. C’est pourquoi nous croyons 
utile de systématiser ici les résultats de nos 78 premiers titrages en 
milieu de Youmans. 
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Technique. — Ensemencer les produits bacilliféres sur milieu de Jensen 
et sur milieu de Dubos. Effectuer le titrage A partir de la culture en Dubos 
ou a partir dun deuxiéme passage en Dubos de la culture sur Jensen, lors- 
que la densité de la culture atteint 0,4 A 0,8 mg de bacilles (poids frais) par 
centimétre cube. Ensemencer 0,01 mg de bacilles dans une série de tubes de 
22 mm contenant 5 cm’ de milieu de Youmans au sérum, additionné de TblI 
& des concentrations croissant de 0,15 A 40 pg par centimétre cube. Lire les 
résultats aprés une, deux, trois et quatre semaines d’étuve. Pour obtenir Ja 
solution stock de TbI & 125 yg par centimétre cube, sans employer d’anti- 
pyrine ou de propyléne-glycol comme les auteurs étrangers, faire bouillir 
12,5 mg de TbI dans 100 cm$ d’eau distillée. Répartir en ampoules scellées, 
stériliser 4 lTautoclave et conserver aA la glaciére. Avant l’emploi, faire 
redissoudre les cristaux au bain-marie bouillant pendant une heure. 


Le TbI en solution dans le milieu de Youmans non ensemencé 
s’altére rapidement A l’étuve. Si l’on fait des ensemencements aprés 
vieillissement 4 ]’étuve, on observe le méme pouvoir inhibiteur avec 
les concentrations suivantes de TbI : 


Milieu fraichement additionné de Tbl ........ 0,60 pg/cm? 
Milieu + Tbl + 14 jours d’étuve. .......... 2,50 — 
Milieu + Tbl + 28 jours d’étuve. .......... 5 == 


Le résultat du titrage dépend de l’importance de l’ensemencement : 
apres un ensemencement de 0,01 mg de la souche H,,Rv, linhibition 
apparait totale pendant huit jours avec 0,15 ou 0,30 pg de Thi par 
centimétre cube. Mais aprés un ensemencement de 0,1 mg, une 
culture apparait dés Je sixiéme jour dans les concentrations élevées 
de TblI. Ce fait semble indiquer que le TbI n’inhibe la multiplication 
qu’aprés un certain nombre de divisions préliminaires. Par ailleurs, 
il oblige & s’en tenir & l’ensemencement de 0,01 mg si l’on veut 
obtenir des titrages faciles a lire. 

Les résultats des titrages sont bien différents selon qu’on observe 
la culture au huitiéme jour ou plus tard. 


1° LecTURE AU HUITIEME souR. — Les souches se divisent nettement 
en deux catégories : 

a) Les souches sensibles, pour lesquelles l’inhibition est totale entre 
0,15 et 0,60 wg par centimétre cube. Sur 29 souches de malades n’ayant 
pas recu de TbI, nous avons observé 


Souchessmiibeesipari0,iome/ CM mete 2) = 4) 8 
Souchestinhibées par 0530 peycem?. 9. 7 34 ee 17 
Souchestinhibées: par 0,60"pefeme ny 3 2 2 4 
Souchepinbibéespanyl, aie Mem smc titties cele eeer ae = ae) oil 4 


b) Les souches résistantes (obtenues chez des malades traités par 
le TbI ou isolées in vitro & partir de souches sensibles) donnent dés 
le huititme jour une culture nette jusque dans les tubes contenant 
2,5 a 40 wg. Ces cultures sont composées de grains trés nombreux, 
dont la taille, mais non le nombre, semble diminuer lorsque la 
concentration en TbI augmente, ce qui est exprimé sur notre tableau 
par des indices d’opacité de culture variant de4 + al +. 

Quelques souches résistantes se développent trés lentement, méme 
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dans le tube témoin. La lecture ne peut alors étre faite qu’au 
quatorzitéme jour, lorsque leur tube témoin atteint une opacité 
comparable A celle qu’on observe habituellement au huitiéme jour. 

Mais dans la régle, on peut faire le diagnostic des souches résistantes 
das le huitigme jour. Plus tard, les phénoménes se compliquent et 
il est beaucoup plus difficile de distinguer une souche sensible d’une 
souche résistante. 


2° LecTURE APRES LE HUITIEME jouR. — Nous n’insisterons pas sur 
les souches résistantes. Les cultures continuent a se développer et 
apparaissent dans quelques tubes restés limpides jusqu’alors. 

Plus intéressantes A observer sont les souches sensibies, qui se déve- 
loppent de fagons trés variées et qu’on peut schématiquement grouper 
en deux types (voir tableau). 

Dans le type I (9 souches), immense majorité des bacilles est défi- 
nitivement inhibée dans sa multiplication, & partir de 0,60 ou 1,2 ug, 
et le milieu reste limpide. Mais quelques trés rares bacilles se multi- 
plient, d’ot. l’apparition, vers le vingt et uniéme ou exceptionnel- 
lement ie vingt-huitiéme jour, et dans tous les tubes, de grains bien 
individualisés, qui augmentent rapidement de volume, mais qui restent 
en petit nombre ( a 50). 

Ce phénoméne tardif a été observé par Canetti et Saenz [2] a l’occasion 
des titrages de sensibilité & la streptomycine en milieu de Youmans 
et ces auteurs ont montré que ces grains représentent des colonies 
de bacilies résistants. 

Il en est de méme en TbI : repiqués en milieu de Dubos 4 partir 
des tubes étiquetés 20 ou 40 ug de ThbI, puis retitrés, ces bacilles se 
sont montrés résistants 4 40 wg a la premiére lecture. 

Dans le type II (8 souches, dont la souche H,,Rv), une culture 
composée d’un nombre infini de grains trés fins apparatt vers le 
quatorziéme jour dans tous les tubes, et, chose curieuse, avec une 
abondance presque égale dans tous les tubes. Puis ces cultures se 
rapprochent de l’aspect en nombreux gros grains ou en flocons des 
témoins. On peut faire entrer dans le cadre du type II des souches 
pour lesquelles les cultures tardives n’apparaissent qu’au  vingt 
et uniéme jour, ou ne dépassent pas les tubes étiquetés 5, 10 ou 20 ug. 

Six fois nous avons prélevé ces cultures, apparues entre le dixiéme 
et le vingtiéme jour, pour les titrer. Quatre fois, bien que provenant 
de tubes étiquetés 20 ou 40 yg, elles se sont montrées aussi sensibles 
que les souches qui leur avaient donné naissance. La raison de leur 
apparition ne peut donc étre cherchée dans leur résistance. Geks [3], 
ayant observé le méme phénoméne avec une souche et la disparation 
de tout effet inhibiteur dans le filtrat de la culture, en a conclu 
que le bacille avait détruit le TbI. Nous avons vu plus haut que 
le TbI s’altére spontanément A l’étuve, ce qui rend Vhypothése de 
Geks inutile. Sans doute cette altération favorise-t-ello lapparition des 
cultures tardives, mais elle est trop faible pour l’expliquer entitrement 
et nous devons admettre de plus que, contrairement aux souches du 
type I, celles du type II sont seulement ralenties dans leur multipli- 
cation par le TblI. L’importance de ce retard semble étre presque 
indépendant de la concentration de TbI (tableau, type ID). 
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SOUCHES SOUCHES SENSIBLES 


résistantes 
Type I Type II 


grains. 
grains. 
grains. 
grains. 
grains. 

40 grains. 
5 grains. 


+4+++++++++ 
ONNwWwWh rk Form 
CO OD ES Ee OF OF OT OT GD I 
+4++++4++4+4+4 
Si — 
+ 

eBeococooocooooce 
ONNNNNNWeE TH 
+4+4+4+4+4+4+4+44+ 
t+4+tt+++++44+ 


nAooocecorns 


+++4+++++4+4++ 
+ 


Deux fois, par contre, ces cultures tardives se sont montrées 
contenir des bacilles résistants. Nous admettons que l’abondance du 
développement tardif a masqué l’existence de grains résistants sem- 
blables 4 ceux du type I. 

Cette interprétation est d’autant plus légitime qu’a cété des types I 
et IL existe un type dont le caractére mixte apparait a Il’cil 
nu (7 souches). Dans ce type mixte apparait, du dixiéme au vingti¢me 
jour, une culture diffuse composée de trés nombreux grains trés fins, 
sur lesquels tranchent quelques gros grains compacts. Selon les 
proportions relatives de ces grains, des types trés variés de cultures 
sont concevables et sont effectivement observés, dans les tubes conte- 
nant du TDI. 


Conciusions. — I] peut coexister dans les souches n’ayant jamais 
été en contact avec le TbI trois variétés de bacilles : des bacilles dont 
la multiplication est définitivement arrétée en présence de TbI, des 
bacilles dont le TbI ralentit la multiplication, et des bacilles résistants 
d’emblée au TbI. 

Cette variété explique les aspects trés divers que peuvent prendre 
les cultures de ces souches, a l’occasion d’un titrage de sensibilité 
au TbI. Elle explique aussi qu’ lésions égales, les malades peuvent 
répondre tres différemment au traitement par le TbI. 

L’existence de bacilles résistants d’emblée, au sein de petits échan- 
tillons (0,01 mg) de populations bacillaires normales, est trés fréquente 
et se manifeste dés la premiére culture en présence de TbI, sans qu'il 
soit nécessaire de faire plusieurs passages. Elle fait comprendre la 
fréquence de la résistance chez les cavitaires traités par le TbI. 

. Le milieu de Youmans parait particulitrement favorable 4 cette 
analyse des souches: dans ce milieu, les descendants des individus 
résistants restent groupés en amas qui deviennent visibles 4 l’ceil nu, 
alors qu’en milieu de Dubos ils se dispersent. D’autre part, pour impré- 
gner un milieu solide avec du TbI, substance trés peu soluble, il faut 
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recourir A des artifices, comme l’ont montré récemment Coletsos 
et Mies Laroche et Oriot [4]. 
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AUGMENTATION DU VOLUME DU BACILLE DE KOCH 
EN PRESENCE D’ACIDE p-AMINOSALICYLIQUE (PAS) 
par 0. KITAMOTO, N. RIST et J. GIUNTINI. 


(Institut Pasteur. Service de la Tuberculose.) 


La mesure de Ja sensibilité du bacille tuberculeux au PAS dans 
les milieux liquides de Dubos et de Youmans est rendue difficile par 
le fait, constaté par Youmans [8], que plus l’ensemencement est 
lourd, plus la concentration minima inhibitrice de PAS est forte. Si, 
par exemple, on augmente l’ensemencement de 0,0001 mg a 0,01 mg 
par centimétre cube de milieu, il faut augmenter la concentration 
en PAS de 0,12 pg Aa 2,5 wg par centimétre cube, pour empécher 
apparition d’une culture visible A l’ceil nu. 

Ce phénoméne traduit le fait que le PAS n’arréte la multiplication 
du bacille qu’aprés un certain nombre de divisions inévitables 
(Sievers [5 bis], J. Lehmann [4], Rist [5,6]), qui se manifestent au 
microscope par la présence de torsades ou « cordes » caractéristiques. On 
comprend que si ]’ensemencement est lourd, ces quelques divisions iné- 
vitables permettront 4 la culture de devenir visible & l’ceil nu. 

Dans la zone des faibles ensemencements visés ci-dessus, comme le 
nombre de ces divisions est d’autant plus faible que la concentration en 
PAS est plus forte [5, 6], il suffit d’augmenter suffisamment la concen- 
tration en PAS pour empécher l’apparition d’une culture visible aA 
Voeil nu. Mais si l’on augmente le poids de l’ensemencement au-dessus 
de 0,01 mg par centimétre cube, on constate qu’aucune concentration 
de PAS n’est plus inhibitrice : un trouble apparait jusque dans les 
tubes contenant 1 000 ug de PAS par centimétre cube [2, 7], ce qui, 
d’une part rend le titrage de la sensibilité impossible, et, d’autre part, 
laisse supposer que méme une concentration considérable de PAS est 
incapable d’amener A zéro le nombre des divisions inévitables. 

Pour étudier ce dernier phénoméne, nous avons ensemencé 0,05 
4 0,5 mg de bacilles sensibles au PAS (souches H,,Rv) et provenant 
d’une culture en milieu de Dubos, dans 5 cm? de ce milieu, addi- 
tionné de 5 a 1000 ne de PAS par centimétre cube. Nous avons 
observé ce qui suit : 

0) L’opacité de la culture augmente pendant quatre ad six jours, 
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Fic. 4. — Cultures de neuf jours en milieu de Youmans. En haut : milieu 
normal. Au milieu: PAS, 20 ug par millilitre. En bas : streptomycine, 
20 pg par millilitre. (Photomicrographie P. Manigault). 
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puis se fixe A un taux stable pendant six & buit jours, avant de 
diminuer A nouveau, lorsque interviennent les phénoménes de lyse. 
b) Entre 5 et 1000 pg de PAS par centimétre cube, l’augmentation 
de l’opacité est indépendante du taux de PAS. 
c) L’opacité finale est proportionnelle au poids de l’ensemencement, 


Fic. 2. — Cultures de dix jours sur milieu de Lewenstein-Jensen, En haut: 
milieu normal. En bas : milieu imprégné aprés coagulation par PAS, 


0,5 ug par centimétre carré (méthode de Coletsos et Boisvert). [Photomicro- 
graphie P. Manigault.] 


c’est-a-dire que l’opacité finale est toujours quatre a six fois plus forte 
que l’opacité originelle, alors qu’en milieu streptomyciné au méme 
taux, lVopacité de la culture n’augmente pas. 

On observe les mémes phénoménes en milieu de Youmans au sérum, 
mais la culture s’y présentant en grains de plus en plus gros, les 
mesures précises d’opacité sont impossibles. Par contre, les phénoménes 
lardifs de lyse sont beaucoup moins importants qu’en milieu de Dubos. 
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De ces faits, il était naturel de conclure que, aux concentrations 
de PAS envisagées, le bacille pouvait se diviser deux ou trois fois avant 
que sa multiplication soit arrétée. 

Nous pensions pouvoir trouver la preuve microscopique de ces divi- 
sions sur les cultures sur lame, sous la forme d’ébauches de cordes. 
Or nous n’avons retrouvé sur Jes cultures sur lame (en milieu de 
Youmans additionné de PAS) que des bacilles isolés, ou de petits amas 


Distribution des bacilles selon leur longueur 


100 I SS Longueurs moyennes 
Semence en Dubos 2,6 
pie reac eace Youmans au 9éme jour 2,8 
900 meee ld, Streptomycine 29 pe/em® 3,1 p 
Id, P.A.S.,20 pg/em anes | 


Crime lL l-2 brag seers, 124, 4.155 eS. 166 
Divisions du micrométre oculaire (1 div.= 1,2 yp). 


Fic. 3. — Distribution des bacilles selon leur longueur. 


identiques A ceux qu’on trouve dans les suspensions bacillaires en 
milieu de Dubos qui servent a l’ensemencement. 

Par contre, nous avons été frappés par le volume considérable des 
bacilles soumis 4 l’influence du PAS, et il nous a semblé que cette 
augmentation de volume pouvait expliquer au moins en _ partie 
l’augmentation d’opacité des cultures (1). 


(1) Sil est classique de dire que lopacité d'une culture microbienne 
dépend non seulement du nombre de bactéries mais aussi de leur taille, 
le fait n’a guére été signalé par les auteurs qui étudient les courbes 
d’opacité en milieu de Dubos. Seuls Bretey et Mme Imelik [4] ont mis en 
valeur A propos du bacille aviaire. 
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Fic. 4. ~— Images de microscopie électronique. (Gross. : x 413 000.) Cult 


ulfures de 
neuf jours en milieu de Youmans. 4, quatre bacilles en miliou normal; 2, 3, 
4 et 5, PAS, 20 ug par millilitre. En 2, un bacille; en 3 et 4, deux bacilles 
accolés; en 5, une forme monstrueuse. 
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Cette augmentation de volume s’observe aussi bien sur les cultures 
sur lame que sur les frottis de cultures en milieux liquides ou sur 
milieu solide de Jensen (2). Les photographies (fig. 1 et 2) montrent 
que cet agrandissement frappe a premiére vue. 

D’aprés les mensurations des bacilles, leur longueur moyenne 
augmente de 70 p. 100 en six & neuf jours dans un milieu de Youmans 
additionné de PAS (20 pug par centimétre cube), alors qu’elle 
augmente de 20 p. 100 seulement en milieu streptomyciné au méme 
taux (fig. 3). A faible concentration, la streptomycine augmenterait 
aussi le volume bacillaire (Espersen [3]). 

La largeur augmente également, mais ne peut étre mesurée au 


Fie. 5. — Quelques ormes {réquemment observées en milieu de Youmans con- 
tenant 20 pg de PAS par millilitre. En a, forme habituelle en milieu sans 
PAS. 


microscope ordinaire. Le microscope électronique (fig. 4) nous a 
montré que la largeur des bacilles augmente en PAS de 80 Aa 
100 p. 100. Leur épaisseur est variable : certains bacilles sont trés 
épais, d’autres paraissent plats, si l’on en juge par leurs ombres. 

Les grains foncés colorés par le Ziehl apparaissent sur les photo- 
graphies électroniques sous forme de nodules compacts, qui semblent 
souleyer la surface du_ bacille. 

La morphologie des grands bacilles qui apparaissent en PAS est 
asséz variable. On trouve fréquemment des formes en fuseau, en 
massue, et de longues formes granuleuses (fig. 5). Mais on ne peut 


(2) Dans ce dernier cas, l’augmentation de volume des bacilles ne se 
traduit pas, comme en milieu liquide, par un phénoméne macroscopique. 
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qu’exceptionnellement parler de formes monstrueuses, car on retrouve 
la plupart de ces aspects dans les cultures normales, mais en nombre 
beaucoup plus petit. Il est possible que ces formes correspondent 
\ des phases normales de la division bacillaire, éphéméres dans les 
cultures normales, mais fixées par le PAS. 


Conciusions. — En présence de PAS, le volume du bacille de Koch 
s’agrandit de trois a six fois. Ce fait peut expliquer pourquoi 1l’opa- 
cité d’une culture augmente de trois a six fois, méme en présence 
de taux considérables de PAS, qui semblent capables d’empécher 
toute multiplication du bacille. Il explique aussi certaines difficultés 
rencontrées au cours de la mesure de la sensibilité au PAS. 
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RECHERCHES 
SUR LE BOTULISME EQUIN EXPERIMENTAL 


par J. JACQUET et A.-R. PREVOT. 


(Institut Pasteur 
et Laboratoire de Biologie et d’Hygiéne de Caen.) 


L’existence en France du botulisme équin spontané a été prouvée 
par l’identification immunologique de trois souches de Cl. botulimum, 
n°* 468, 571, 573, isolées dans trois foyers différents [4], A l’agent 
du mal d’Aiseau, considéré par Willems [2] comme étant le type D. 

Kn 1950, 25 foyers ont été étudiés [3] et cette étude a révélé de 
nombreuses inconnues ne pouvant étre résolues que par la réalisation 
expérimentale de cette toxi-infection (1). Entre temps, Véchange de 
nos souches et de nos immunsérums avec les souches et sérums de 


(1) Des expériences récentes ont montré,. en effet, que, tout au moins 
chez le cobaye, il s’agit dune toxi-infection et non pas d’une intoxication 
pure comme on le pensait jusqu’ici. 
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Sterne et Wenzel [4] nous a montré que ce que nous considérions, 
en Belgique, en Allemagne et en France comme étant le type D était 
le type C des Sud-Africains et des Espagnols, et inversement. Une 
Commission de 7 membres, émanant du Comité international de 
Nomenclature, étudie actuellement ce probléme et publiera ultérieu- 
rement ses décisions. Quoi qu’il en soit, nous avons eu en vue, dans 
ce travail, la reproduction, chez le cheval, non pas du botulisme A 
ou B comme l’ont fait, en 1946, R. Legroux, J. Levaditi et L. Lamy [5], 
mais bien du botulisme équin (du type C sud-africain, syn. D européen). 

L’expérience unique que nous avons pu faire a été possible grace 
a la subvention de recherches qui a été attribuée au Laboratoire dépar- 
temental et régional de Biologie et d’Hygiéne 4 Caen, par le Comité 
de la Recherche vétérinaire, & qui nous adressons nos plus vifs 
remerciements. 

Nous nous sommes servis de la toxine 468 précipitée par le sulfate 
d’ammonium et desséchée dans le vide. 1 mg de cette toxine corres- 
pond a 2000 doses minima mortelles (DMm) pour la souris de 20 g 
par voie sous-cutanée. Pour nous mettre dans les conditions les plus 
voisines de la maladie naturelle, nous avons choisi la voie orale qui, 
pour les autres botulismes (A et B), exige environ cent fois plus de 
toxine que la voie sous-cutanée. 

Le 19 avril, 4 11 heures du matin, un cheval de 13 ans, pesant 
environ 250 kg, ingére 1 dg de cette toxine (soit 200000 DMm sous- 
cutanées souris) incorporé dans une poignée de son frisé. Le méme 
jour, a 23 heures, |’animal est couché en décubitus sterno-abdominal 
et ne peut plus se relever, ayant le train postérieur paralysé. La 
dyspnée est déja installée. A minuit, il présente 28 respirations a la 
minute, entrecoupées de grandes contractions abdominales. Les 
muscles droits et externes de l’abdomen essayent de suppléer a la 
paralysie du diaphragme et leur contraction dessine une barre 
4a chaque respiration sur la paroi abdominale. La mydriase est nette 
et n’est pas influencée par la lumiére. La salivation n’est pas trés 
abondante, mais le cheval présente des mouvements réguliers de la 
langue (72 par minute). A noter, encore, un silence partiel de 
Vintestin 4 l’auscultation. ' 

Le 20 avril, &4 1 heure du matin, le cheval présente le « signe du 
nez ». La respiration est de plus en plus difficile. L’exitus est constaté 
4 5 h. 30, soit moins de dix-huit heures aprés le repas infectant. Nous 
avons donc réalisé le tableau du botulisme suraigu, tel que plusieurs 
éleveurs l’ont observé spontanément dans leurs écuries. 

A priori, le cheval est donc par voie orale beaucoup plus sensible 
que la souris par voie sous-cutanée. 

L’autopsie a été faite le vendredi matin. On constate : 

Une coloration jaune des graisses, cartilages et trachée ; 

Une congestion des muqueuses de la trachée, du larynx et du 
pharynx ; 

Une congestion localisée en grandes plaques de l’intestin gréle, du 
colon replié et du cecum ; 

Un léger degré de péritonite ; 

Une congestion des méninges et des plexus choroides ; le liquide 
céphalo-rachidien est hémorragique. 
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Des prélévements de foie et d’os long ensemencés sur place onl 
déja montré l’envahissement par la flore intestinale (colibacille et 
entérocoque). 

Recherche de la toxine sur le vivant. — Le 19 avril, 4 18 heures, 
avant Vapparition de tout symptéme, nous avons prélevé du sang a 
la jugulaire et inoculé 2 souris avec 1/4 et 1/2 cm® respectivement. 
Toutes deux présentaient, dés le lendemain, les paralysies flasques 
du botulisme et le « signe du nez », et moururent en deux jours 
et demi. Ainsi, le passage précoce de la toxine dans le sang se fait 
avant méme l’apparition des symptdémes. 

Recherche de la toxine sur le cadavre. — Des prélévements de foie, 
muscle, rate, poumon, bulbe, nerfs lombaires, ganglions, rein, ovaire, 
estomac, intestin, coeur, urine, sang et liquide céphalo-rachidien ont 
été faits au cours de l’autopsie ; les organes ont été triturés en eau 
physiologique et celle-ci injectée par fractions 4a des souris. En voici 
les résultats 

Le foie contient au moins 4 DMm souris par centimétre cube. 

Le muscle contient au moins 8 DMm souris par centimétre cube. 

La rate contient au moins 4 DMm souris par centimétre cube. 

Le poumon contient au moins 8 DMm souris par centimétre cube. 

Le bulbe contient une DMm trés lente par centimétre cube. 

Le nerf lombaire contient une DMm lente par centimétre cube. 

Le rein, lovaire, le contenu gastrique, lintestin eréle contiennent 
une DMm lente ou trés lente. 

Les parois de l’estomac, du cdlon replié, du caecum contiennent 
également une DMm lente. 

Le sang étant toxique, nous avons séparé le sérum des globules ; 
les globules lavés ne sont pas toxiques ; par contre, le sérum contient 
4 DMm par centimetre cube. 

Le liquide céphalo-rachidien contient une DMm par centimétre cube. 
L’urine elle-méme filtrée sur bougie L3 contient une toxine tuant la 
souris au 1/2 cm. 

kn revanche, les ganglions lymphatiques (imésentériques, oesopha- 
giens, trachéo-bronchiques), de méme que le tissu adipeux, ne 
contiennent pas de toxine. 


ConcLustons. — 1° L’ingestion d’une toxine botulique équine, isolée 
en France par l'un de nous [4], est capable de provoquer le botulisme 
équin suraigu expérimental, mortel en dix-huit heures & la dose de 1 dg; 
le cheval est donc beaucoup plus sensible que la souris. 

2° Le passage de la toxine dans le sang est constaté sept heures aprés 
le repas toxique ; ce fait peut servir au diagnostic ante mortem de la 
maladie naturelle. 

3° Apres la mort, la toxine est présente dans le sérum, le liquide 
céphalo-rachidien, les centres nerveux, les muscles, les yiscéres et 
Vurine, Il sera peut-étre possible d’utiliser cette particularité pour 
assurer le diagnostic post mortem au cours de Vaffection naturelle. 
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RECHERCHES SUR CATENABACTERIUM CATENAFORME 
ET SUR SON POUVOIR PATHOGENE 


par M. MOUREAU. 


(Institut Pasteur. Service des Anaérobies.) 


En 1935, Eggerth [4] avait décrit sous le nom de Bacleroides cate- 
naformis un batonnet Gram-négatif, anaérobie, non sporulé qu’il avait 
isolé six fois de l’intestin humain normal. I] l’avait décrit sommai- 
rement, mais suffisamment pour que cette espéce puisse étre 
retrouvée et identifiée. Il n’a fait aucune mention de son pouvoir 
pathogéne. En 1938, Prévot ayant démontré l’invalidité du genre 
Bacteroides |’a classé parmi les espéces non gazogénes du genre Cate- 
nabacterium [2]. 

Depuis quatre ans cette espéce a été isolée trois fois dans le Service 
des Anaérobies 

I. — Souche 297, isolée en culture pure du pus d’un empyéme 
humain mortel (provenant du Service du _ professeur Damade, de 
Bordeaux). 

II. — Souche 656 B, isolée du pus d’un phlegmon survenu a la 
suite d’une péritonite post-appendiculaire (provenant du Service du 
D? Bernard, Hépital Saint-Joseph, que nous remercions trés vivement 
de cet envoi). Elle était associée dans ce pus A Fusiformis biacutus. 

III. — Souche 646, isolée en culture pure d’un pus de pleurésie 
purulente mortelle (envoi du D* P. Cordier que nous remercions trés 
vivement). 

Ainsi dans 2 cas sur 3, il s’agissait de pleurésies purulentes mono- 
microbiennes, mortelles malgré un traitement intensif par les anti- 
biotiques. 

Le troisitme malade n’a pu étre sauvé de sa péritonite compliquée 
de phlegmon que par une thérapeutique énergique conjuguant plu- 
sieurs antibiotiques A trés hautes doses : pénicilline, streptomycine et 
auréomycine, la chloromycétine se révélant enfin la plus efficace. 
Au cours du traitement, il présenta 5 récidives. 

Il s’agit, par conséquent, et ceci est le fait nouveau mis en lumiére 
par l’étude de ces 3 souches, d’une espéce extrémement pathogéne 
pour l’homme. 

Commencons par rappeler les caractéristiques morphologiques, phy- 
siologiques, culturales et biochimiques. Toutes 3 correspondent exac- 
tement aA la description morphologique d’Eggerth : batonnet en 
chainettes de 20 A 100 éléments ou plus, oti la segmentation n’est 
pas toujours apparente, avec fréquence tres grande des éléments 
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incurvés tortueux donnant aux filaments l’aspect bouclé, surtout aux 
extrémités. Contrairement aux souches d’Eggerth nos 3 souches 
poussaient en bouillon VF glucosé sans donner de bactérioglée. Parfois 
quelques renflements discrets. En gélose profonde elles donnent des 
colonies lenticulaires, ne liquéfient pas la gélatine, ne modifient ni 
le lait ni les protéines. Une des souches était peu réductrice, les 
deux autres réduisaient le rouge neutre et la phénosafranine. Toutes 
3 fermentaient de nombreux glucides : glucose, Iévulose, maltose, 
galactose, saccharose amidon et lactose; aucune ne réduisait les 
nitrates en nitrites. L’une était un ferment formo-butyrique lactique, 
Vautre acéto-butyrique lactique, la troisiéme acéto-propionique lac- 
tique. Les autres produits de fermentation sont l’ammoniaque, des 
traces d’amines volatiles et d’aldéhydes. 

Ces 3 souches semblent donc répondre A une variété trés patho- 
gene, A colonies lenticulaires, et & culture non visqueuse en bouillon. 

Mais c’est surtout le pouvoir pathogéne de cette variété qui pose 
un probléme grave rentrant d’ailleurs dans le cadre général du 
pouvoir pathogéne de la flore endogéne souvent exposé par 
A.-R. Prévot et encore récemment dans un travail d’ensemble [3]. 

Nous exposons ici le cas particulier du Catenabacterium catenaforme 
qui illustre bien ce probléme général. Deux souches ont indiscuta- 
blement provoqué la mort a l'état pur ; le troisieme cas n’a pu étre 
guéri que par une thérapeutique d’une violence remarquable. 

Les tests de sensibilité aux différents antibiotiques ont donné les 
résultats suivants par la méthode de A.-R. Prévot [4] au vert-janus. 


DOSE INHIBITRICE 


AUITE ODN V.CLD Oza ntep can 705 omen mS) a acter eae et 8 pg 
Pénicibline Ff ity GY. 5o RAR ae eee heer O25 7Us0" 
Chloromycétine.: s72) 4 = Sj iaesee ie eee ee eile ee) (ES 
Streptomycine!!s-.-sis- Fini aie (eee en ereee 160 ug 
RETTADIY.CING yA: eyes SS ey Ce aera 4 ug 


On remarquera que la pénicilline est trés active in vitro. Ceci 
souligne les différences souvent importantes entre les sensibilités aux 
antibiotiques in vitro et in vivo, la précision des résultats du labo- 
ratoire ne reflétant pas exactement les conditions de la clinique. 

Fait aussi paradoxal, la culture pure récemment isolée, ne provoque 
aucune lésion chez la souris, le cobaye, le lapin, méme A haute dose 
par voie intraveineuse. Elle ne secréte ni toxine, ni substance toxique, 
ni hémolysine, et les corps microbiens eux-mémes n’ont aucun 
constituant toxique. On se demande dés lors comment cette espece 
est si pathogene pour homme et nous répétons A son sujet les hypo- 
théses que Prévot a formulées si souvent pour de nombreux cas 
semblables : 

1° Ou bien homme serait la seule espéce sensible ; 

2° Ou bien la substance responsable du pouvoir pathogéne ne se 
développerait jamais en culture sur milieu artificiel. 

Quoi qu'il en soit, les faits que nous observons avec Catenabacterium 
catenaforme coincident exactement avec ce que nous savons du mode 
de propagation des anaérobies endogénes : 
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a) L’habitat normal de cette espéce est l’intestin humain ou Eggerth 
l’a trouvée six fois ; 

b) L’infection focale primitive dans le premier cas a été une appen- 
dicite aigué oti la bactérie s’est propagée par contiguité au péritoine 
d’abord pour donner une péritonite aigué, puis 4 la paroi pour donner 
un phlegmon ; 

c) Dans les deux autres cas l’infection focale est restée inapparente 
et c’est la métastase pleurétique mortelle qui constituait l’unique 
tableau clinique. 

Le fait que plusieurs centaines d’espéces anaérobies agissent de la 
méme fagon mystérieuse et notre connaissance imparfaite des substances 
responsables, limitée d’ailleurs aux deux cas de Spherophorus funduli- 
formis et necrophorus et de Ristella melanogenica, incitent & entre- 
prendre de nouvelles recherches afin d’essayer de résoudre ces 
problémes. 
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RECHERCHES SUR ACUFORMIS FILAMENTOSUS 


par N. ALADAME. 


(Institut Pasteur. Service des Anaérobies.) 


En 1911, Distaso [4] a isolé de l’intestin humain normal un anaérobie 
A spores terminales qu’il avait nommé B. putrificus filamentosus. Cette 
espece a été classée par Prévot en 1940 dans le genre Acuformis sous le 
nom d’A. filamentosus. Il semble qu’il s’agisse d’une espéce rare puis- 
qu’elle n’avait pas encore été retrouvée depuis 1911. Une souche recue 
de Yougoslavie, provenant de l’intestin d’un mouton atteint d’entéro- 
toxémie mortelle (1) a été identifiée par nous comme appartenant a 
cette espéce. Nous avons pu ainsi compléter Ja description sommaire 
de Distaso. 

Il s’agit d’un batonnet droit de 2,8 p x 0,4 uw, immobile, Gram-positif 
pourvu de trés rares spores terminales ovales de petite taille ; trés 
souvent il présente des formes en quille. Il résiste une minute 4 100°. 
Sa longévité est supérieure 4 deux mois. Il réduit la phénosafranine, 
le rouge-neutre et la safranine. Ses cultures sont gazogénes et putrides. 
Les colonies en gélose profonde sont arborescentes. Les milieux liquides 
sont troublés d’une facon homogéne ; la gélatine est liquéfiée ; le lait 


(1) Nous remercions vivement le professeur Katic de cet envol. 
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est coagulé, puis partieiement digéré avec précipitation de la caséine 
résiduelle, Les protéines coagulées ne sont pas attaquées. Il fait fer- 
menter le glucose et le maltose. Il ne réduit pas les nitrates en nitrites. 

La fermentation du bouillon VF glucosé 4 1 p. 100 produit SH,, NH, 
(1,7 g par litre), amines volatiles, aldéhydes, alcools, cétones, une 
acidité volatile de 2,62 g par litre, constituée par le mélange isobuty- 
rique/acétique = = 2/1 et (de l’acide lactique. 

Il n’a aucun pouvoir pathogene pour le cobaye et ne produit ni toxine, 
ni hémolysine. 

Il s’agit donc d’un protéolytique non pathogéne de lintestin de 
Vhomme et des herbivores. 
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ACTION DES PRESSIONS TRES ELEVEES 
SUR LE VIRUS DE NEWCASTLE 


1. — DISSOCIATION DU POUVOIR INFECTIEUX 
ET DE L’HEMAGGLUTINATION 


par P. ATANASIU, E. BARBU, et J. BASSET (1). 


(institut Pasteur, Service des Virus |D* L&rrie] 
et Service de Chimie biologique [D™ Macnrsorur }.) 


On sait [4, 2] d’une maniére générale que les virus perdent leur 
virulence lorsqu’on les soumet & une pression hydrostatique de l’ordre 
de 4 000 kg/cm?. Dans le cas de la peste aviaire [3] cette perte de la 
virulence peut s’accompagner, pour certaines pressions (4 000 atmo- 
sphéres), d’une conservation du pouvoir antigéne et vaccinant, qui ne 
disparait qu’d des pressions plus élevées. 

On sait d’autre part [4] que le pouvoir hémagglutinant et la viru- 
lence du virus de Newcastle n’ont pas été dissociés par chauffage dans 
les conditions ot. une dissociation fut obtenue pour le virus grippal. 

Une dissociation a pu ¢tre obtenue par de faibles doses de formol 
pour le virus de Newcastle et celui de grippe souche Lee [4]. 

Nous avons tenté de dissocier le pouvoir hémagglutinant et la viru- 
lence du virus de Newcastle en le soumettant a diverses pressions. 

Technique et matériel. — Nous avons employé la souche « Var » 1949 
dont les caractéres ont été étudiés antérieurement [5, 6]. Pour obtenir 
le matériel virulent, nous avons récolté les liquides chorio-allantoidiens 


) Avee la collaboration technique de Marius Roche. 
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et amniotiques de 10 4 20 ceufs, préalablement inoculés, selon les tech- 
niques habituelles [7]. 

Ce matériel, employé tel quel, aprés une légére centrifugation, est 
réparti en plusieurs tubes en caoutchouc non vulcanisé (gomme Latex). 
Les tubes sont remplis et fermés par une ligature soigneusement faite, 
en évitant la présence de toute bulle d’air. Un tube est conservé 4 37° 
comme témoin. Les autres sont soumis 4 différentes pressions A la 
température de 37° pendant trente minutes (1). La pression est obtenue 
selon les techniques décrites par James Basset [8]. 

Résultats expérimentaux, — Dans une premiére expérience, le taux 
d’hémagglutination du témoin est de 1/2 560 (technique de Salk [9]) 
et le pouvoir infectant est de LD,, = 10—7.5. Le pouvoir infectant est 
déterminé en inoculant 0,1 cm? dans la cavité chorio-allantoidienne 
d’ceufs de onze jours d’incubation. Le matériel 4 inoculer est dilué 
dans le sérum physiologique en progression logarithmique de 10—1 
a 10—*. Le tableau I résume les résultats. 


Tasteau 1. — Action des hautes pressions (2 000 a 6 000 kg/cm?), 
sur ’hémagglutination et le pouvoir infectant du virus de New 
castle. 


POUVOIR INFECTANT 


VIRUS NEWCASTLE 


Vhémagelutination 


Témoin 1/2 560 

2 000 atmosphéres . |1/2 560 

3 000 atmosphéres .|1/2 560 

4 000 atmosphéres .|41/640 | 0/4 
5 000 atmosphéres ./1/320 | 0/4 
6 000 atmosphéres -|1 


(1) Morts en soixante-douze heures. 


On voit que le pouvoir infectant reste inchangé 4 2000 kg/cm?, qu’il 
commence a diminuer 4 3 000 kg/cm? [LD,, = 10—*.°] (2) et qu’il est 
complétement aboli 4 4 000, 5 000 et 6 000 kg/cm?. 

Au contraire, l’hémagglutination reste inchangée 4 3000 kg/cm? ; 
elle commence d baisser 4 partir de 4000 kg/cm? ; elle ne disparait 
complétement qu’a 6 000 kg/cm?. 

La deuxiéme série d’expériences (tableau II) précise Ja dissociation 
entre V’hémagglutination et la virulence entre 2950 et 4000 kg/cm’. 


(1) Nous remercions vivement M. James Basset qui nous a prété les 


presses utilisées. Bios 
(2) Pour le virus soumis 4 3 000 kg/em?, on observe pour la dilution 10—§ 


un retard de la mort de ’embryon (soixante-douze heures au lieu de trente- 
huit & quarante-huit heures). 
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Tasueat Ll. — Hémagglutination et pouvoir infectant du virus de Newcastle 
aprés action des hautes pressions (2 950 a 4 000 kg/cm‘). 


POUVOIR INFECTANT 


VIRUS NEWCASTLE 


0/3 0/3| 10 — 55 
2 950 atmopphéres. i 
3 200 atmospheres. } { | a 
3 500 atmosphéres. 2)/3/ \}0/3 i0/: } 40 -38 


3 800 atmosphéres 
4 000 atmosphéres. 


1) N.D., non dilué. 
(2) Morts en soixante douze heures. 


Le taux d’hémagglutination reste inchangé pour toutes ces pressions, 
tandis que peur la pression de 3500 kg/cm? la virulence passe de 
LD,, = 10—.* pour le témoin, 4 10—*.> pour l’échantillon soumis aux 
ultrapressions. 

A 3 800 et 4 000 kg/cm? Je matériel comprimé n’est plus virulent 
par la voie chorio-allantoidienne. 

Pour confirmer ces résultats, nous avons sOumis le virus de Newcastle 
a une concentration et & une purification partielle par centrifugation 
(quatre-vingt-dix minutes & 14 000 g, puis trois lavages par l’eau 
physiologique en centrifugeant 18 000 g pendant une heure). Le culot 
est mis en suspension dans l’eau physiologique (le volume final étant 
le 1/10 du volume initial). 

’ La suspension du virus ainsi obtenue fut soumise & 4 500 kg/cm? 
pendant trente minutes 4 37°. Elle a conservé son pouvoir hémagglu- 
tinant, tandis que toute virulence par yoie chorio-allantoidienne avait 
disparu (tableau fi). 


Tastxau 111. — Action de la pression sur la virulence et l"hémagglu- 
tination du virus de Newcastle concentré et partiellement 
purifié. 


VIRUS TAUX POUVOIK INFRCTANT 


NEWCASTLE @hémagegluti- 


concentré nation 


Témoin. ... 420 480 
4 500 kg/cm? . 420 480 
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En résumé. — Le pouvoir hémagglutinant et la virulence du virus 
de Newcastle, qui ne se dissocient pas par le chauffage, peuvent étre 
facilement séparés par une pression hydrostatique convenable. 
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UTILISATION 
D'UN TEST BIOCHIMIQUE COMPLEMENTAIRE 
POUR LIDENTIFICATION DU VIBRION CHOLERIQUE 


par C. PARIS et J. GALLOT. 


CUnstitut Pasteur.) 


Le diagnostic bactériologique du choléra est fondé sur l’ensemble des 
caractéres morphologiques, culturaux, biochimiques, sérologiques et 
chimiques de l’agent de cette maladie : le Vibrio cholerae. Bien que la 
valeur de ces différents caractéres soit d’importance inégale, les carac- 
téres sérologiques étant primordiaux et les autres n’apportant au 
diagnostic qu’un élément de présomption, celui-ci n’est pas inutile et 
la recherche des caractéres biochimiques notamment conserve toujours 
un intérét qui ne peut que s’accroitre avec la diversité des tests 
proposés. 

Jusqu’a présent, on pouvait compter au nombre de ces derniers : la 
réaction du choléra-roth (Poels, 1886), la recherche de 1’hémolyse et 
de 1’hémodigestion (Van Loghem, 1912), l’action sur le saecharose, le 
mannose et l’arabimose (Heiberg, 1935) et la recherche de 1’acétylméthyl- 
carbinol (Voges-Proskauer, 1898), toutes épreuyes réguli¢rement utilisées 
pour caractériser le V. cholerae et le différencier des autres vibrions. 

A notre connaissance, i] n’a été fait état de l’action du vibrion cholé- 
rique sur le citrate de sodium, que d’ume maniére tout a fait épiso- 
dique dans le travail de Simmons [1], ot cet auteur a préconisé 
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Vemploi du milieu citraté solide, aujourd’hui bien connu, destiné a 
remplacer avantageusement le milieu liquide de Koser [2], et ot la 
seule souche de V. comma essayée a donné un résultat négatif. 

Contrairement a l’exemple unique cité par Simmons, il nous est 
apparu que l’action du vibrion cholérique sur le citrate de sodium 
pouvait é@tre mise en évidence d’une fagon tout a fait nette et trés 
réguliére par l’emploi des deux milieux de Koser et de Simmons qui 
constituent un des tests employés dans le diagnostic des Escherichia 
et des Salmonella. 


VisRions UTILIsEs. — Nous avons soumis aux deux tests de Koser et 
de Simmons 155 vibrions de notre collection se répartissant en : 


lo 108 V. cholere comprenant : 

13 souches utilisées pour la fabrication des vaccins dans divers instituts 
(U.S. A., Grande-Bretagne, Suisse, Inde). : 

33 souches isolées en Egypte (1947). 

60 souches provenant d’Asie, dont 53 d’Indochine (1931-1938), 1 du Siam 
(1936), 2 de l’Inde (1933), 2 de Chine (1932) et 1 de l’Irak (1931). 

2 souches européennes trés anciennes, isolées lune A Marseille (1916), 
Vautre en Italie (1913). 

2° 15 V. el-Tor comprenant 9 vibrions non pathogenes (Hedjaz, 1906- 
1931) et 6 pathogénes (Célebes, 1937-1938). 

3° 32 vibrions non cholériques, d’origines diverses et de méme réparti- 
tion géographique que les vibrions cholériques, comprenant 15 souches 
isolées chez V’ homme, 10 souches isolées des eaux et 7 diverses. 


‘TECHNIQUES, — 1° Composition des milieuxz : Milieu de Koser : 
Phosphatesbiammoniqueje. <y-scusn c dn eee as 1Fone 
Phosphate monopotassique en se ae ieee 1 URS 
Sulfate de mmarnesiuma (50). ee eee eee 0,2 ¢ 
Citraterdesodium (ic. sate eee eer ct oe 5 3,0 ¢ 
Hau distillée. 5... 3) aos soe coho ee roe eee me  ARUOURCIY 


Ce inilieu est réparti en tubes de 17 et stérilisé & 115° vinet minutes. 
Milieu de Simmons : 


Chlorurexde vs oda ee ease ee Sera 5g 
Suifate de: magnesia dibs ))e ee eee eee 0,2 ¢g 
Phosphate monoammroniquie js acne ene ae 41g 
Phosphate bipotassiciue rt eaee ieee teeter ig 
Citraterdetsodiumasi-eten) samen eee nae 28g 
Gelosekgrns i)... af» a4: iy. ust Pome eae i me me 20 g 
Han distill dese 2-2 areneeneaniaap anemia ata! 1 000 cm? 


Chauffer pour faire fondre la gélose et ajouter 10 cm’ de bleu de bromo- 
thymol en solution alcoolique 4 1,5 p. 100. Répartir en tubes de 17 et stéri- 
liser vingt minutes 4 115°. (La solution de bleu de bromothymol est obtenue 
en broyant au mortier 1,5 g de bleu de bromothymol R.A. L. dans 16 cm? 
de soude décinormale et en complétant & 100 cm’ avec de V’alcool & 70°.) 
2° Ensemencement. — Ces milieux ont été ensemencés largement en par- 
tant d’une culture de vingt-quatre heures sur gélose nutritive ordinaire 
L’alcalinisation du milieu mise en évidence par le virage au bleu du 
milieu de Simmons et du milieu de Koser, aprés addition d’une goutte de 
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solution alcoolique de bleu de bromothymol, nous a permis d’identifier 
facilement les souches utilisant le citrate de sodium. 


Résuttats. — 1° Sur milieu de Simmons. — Parmi les vibrions cholé- 
riques, nous avons pu noter 94 résultats nettement positifs aprés vingt- 
quatre heures, 4 accusant un virage partiel qui devient net en deux 
a trois jours, 4 négatifs 4 la vingt-quatritme heure mais virant au 
positif en moins de dix jours et 6 restant négatifs aprés dix jours. Kn 
tenant compte des virages partiels, nous pouvons donc compter dés la 
vingt-quatriéme heure 98 résultats positifs, soit 90 p. 100, et 102 en un 
délai maximum de dix jours, soit 94,44 p. 100. 

Le petit nombre de vibrions d’el Tor ne nous permet pas de tirer des 
conclusions aussi valables pour ce groupe dans lequel nous avons 
compté aprés dix jours 12 résultats positifs, soit 80 p. 100. 

Nous ferons la méme observation pour le groupe des vibrions non 
agglutinables par un sérum anticholérique « O », dont les résultats 
aprés dix jours se répartissent en 17 positifs et 15 négatifs. 

2° Sur milieu de Koser. — Lorsque le milieu est ensemencé suivant 
la technique classique, c’est-a-dire avec une trés petite quantité de 
culture, l’apparition du trouble du milieu marquant la pousse du 
germe est difficile 4 apprécier et les résultats obtenus sont souvent 
inconstants. 

Par contre, les résultats sont comparables 4 ceux obtenus sur milieu 
de Simmons lorsque le milieu est ensemencé largement et que la 
lecture est faite en ajoutant I goutte de bleu de bromothymol ; mais 
l’appréciation du virage partiel est moins facile. En effet, l’observation 
des tubes du milieu de Simmons ensemencés avec des souches utilisant 
lentement le citrate de sodium montre que le virage au bleu du milieu 
n’apparait souvent trés nettement que dans une partie localisée pour 
gagner ensuite progressivement tout le tube. L’observation du méme 
phénoméne en milieu de Koser aprés avoir ajouté l’indicateur donnera 
un virage moins franc aprés dilution dans la totalité du tube. 

I] est, d’autre part, difficile de connaitre le moment opportun de la 
lecture pour ajouter l’indicateur coloré si celui-ci n’a pas été incorporé 
au milieu avant stérilisation. 

C’est pourquoi le milieu de Simmons doit étre préféré pour la 
recherche de Ce test. 


VALEUR DU TEST DE SIMMONS DANS LE DIAGNOSTIC BACTERIOLOGIQUE DU 
CHOLERA. — Nous avons indiqué dans un tableau les résultats comparés 
des tests biochimiques usuels du vibrion cholérique (cholera-roth, 
Heiberg et Voges-Proskauer) et du test au citrate de sodium en milieu 
de Simmons, pratiqués sur les mémes souches, 

Les chiffres montrent que le test que nous proposons n’est aucune- 
ment inférieur dans ses résultats aux tests classiques. Les quatre tests 
utilisés donnent en effet, dans tous les cas, avec le vibrion cholérique 
un pourcentage de résultats significatifs supérieur 4 93,7 p. 100. 

Le fait qu’un certain nombre de vibrions banaux, formant du reste 
un groupe trés. hétérogéne, fournissent les mémes réponses que la 
presque totalité des vibrions cholériques, diminue évidemment la valeur 
absolue de ces tests biochimiques. Nous pouvons constater en effet, A 
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Résultats des différents tests biochimiques. 


V. cholerax V. BANAUX 
(103 souches (32 souches 
RESULTAT 


Réaction 
positive. 


Saccharose + 
Heiberg. Mannose +- 
Arabinose — 


Cholera-roth 


Voges- Réaction 


Proskauer. | négative. 106 


Simmons. 


Réaction 
positive. 


402 


(1) Nombre de souches répondant au résultat mentionné pour chaque tes|. 


ce point de vue, que Ia réaction du cholera-roth, pourtant universel- 
lement recherchée, est pratiquement sans valeur spécifique, puisque 
plus des trois quarts des vibrions non cholériques produisent aussi de 
Vindol e€ des nitrites. 

La réaction de Voges-Proskauer parait plus spécifique ; & peu prés 
toujours négative chez le vibrion cholérique, elle ne Vest que dans 
moins d’un tiers des cas chez les vibrions communs ; mais il faut 
noter que cette réaction est utilisée davantage pour confirmer le 
diagnostic des vibrions hémolytiques d’el Tor, oti elle est positive, que 
pour le diagnostic des vibrions cholériques eux-mémes. 

Si Von accorde généralement une valeur réelle an test de Heiberg, 
méme en tenant compte du fait que prés de la moitié des vibrions 
banaux sé comportent vis-d-vis du saccharose, du mannose et de l’ara- 
binose comme la presque totalité des vibrions cholériques, if mous 
parait justifié de réserver la méme faveur au test du citrate de sodium 
qui fournit dans les deux groupes de vibrions des’ pourcentages de 
méme ordre de grandeur que te test de Heiberg. 

En conclusion, nous estimons donc que le test du citrate de sodium 
en milieu de Simmons, plus spécifique que le cholera-roth et aussi 
str que le test de Heiberg, peut apporter un élément de présomption 
supplémentaire utile au diagnostic bactériologique du choléra. Ce 
milica présente en outre une facilité d’emploi et une rapidité de 


réponse qui nous incitent & préconiser son utilisation dans la pratique 
courante. 
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QUELQUES OBSERVATIONS 
SUR LA MICROFLORE AUTOTROPHE 
DE LA LAGUNE D’ABIDJAN (COTE-D’IVOIRE) 
OXYDANT LE SOUFRE ET SES COMPOSES 


par Hirtns WINOGRADSKY. 
Unstilut Pasteur, Service de M. Dusanric pe LA Rrvibre) 
et J. APPERT. 


Unstitut Frangais du Pétrole 
et Institut Pasteur, Service des Fermentations.) 


Notre publication a pour but de présenter un aspect purement 
descriptif de la flore oxydant le soufre et ses composés dans des échan- 
tillons prélevés par J. Debyser, ingénieur 4 l'Institut Francais du 
Pétrole, dans la lagune d’Abidjan avant la rupture du barrage qui 
Visolait partiellement de la mer. Nous avons voulu déterminer la 
présence qualitative d’organismes spécifiques et nous n’avons pas 
recherché l’isolement en culture pure. Les échantillons de sédiments 
et d’eau étaient recueillis dans des flacons de 60 cm stériles, entié- 
rement remplis, 4 fermeture étanche ; ils ont été conseryés en glaciére 
aprés leur prélévement et analysés dés leur arrivée en France. Leurs 
caractéristiques sont présentées dans le tableau ci-dessous 


NUMERO PROFONDEUR NATURE DISTANCE DE LA KIVE 


So dvet 2). ce Onan sObem Eau-Mangrove. Bord de Veau. 
sous le sable Racine 


de palétuvier-Sable. 
TEAC BP) ay ea 3m. Vase et eau 30 m. de la rive. 
presque douce. 
OGL Gees) bo Vase épaisse. 

3 8 m. Vase of eau saumiatre.| Milieu de la lagune. 


En 1946, Prévot [4] avait remis, 4 l’un d’entre nous, deux échan- 
tillons prélevés par lui dans la méme lagune ; leur étude n’a pu étre 
effectuée complétement et il n’a été possible que de déceler la seule 
présence de Rhodobactéries dans les cultures brutes. 

Nos échantillons contenaient de J’hydrogéne sulfuré, décelable 
4 Vodeur et au papier a l’acétate de plomb, moins nettement dans 
les échantillons 86. Nous y avons recherché les bactéries oxydant Jes 
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composés partiellement oxygénés du soufre, le soufre élémentaire et 
Vhydrogéne sulfuré. 


OXYDANTS DES COMPOSES DU SOUFRE PARTIELLEMENT OxyDES. — Nous 
avons employé la technique de Waksman [2] déja utilisée par nous 
dans des études antérieures. Elle consiste 4 ensemencer 100 cm* du 
milieu approprié, 4 5 g par litre de thiosulfate de sodium [3], que 
nous appellerons milieu « 65 », en fioles d’Erlenmeyer de 150 
4 200 cm, avec 1 cm* de chaque échantillon. On mesure le pH et on 
effectue un essai au réactif iodo-amidonné & intervalles réguliers de 
cing A sept jours, ou moins si l’état de la culture le permet ; dans 
le cas ou cette derniére réaction est négative, on rajoute environ 
0,5 cm? de solution de thiosulfate de sodium. Le pH est ajusté 
approximativement, au papier, au voisinage de 6,7-7,0, valeur 
convenant parfaitement & un premier ensemencement. Comme nous 
l’avons observé antérieurement, si l’échantillon étudié est riche en 
germes spécifiques, ceux-ci ajustent, eux-mémes, le pH A la valeur 
optima. Pour les échantillons pauvres, il est bon de maintenir le pH 
a la valeur initiale indiquée, car il a tendance a s’élever & des valeurs 
qui ne conviennent pas a ces organismes ; c’est ce qui se produisait 
pour les témoins non ensemencés. 


Le premier ensemencement a été effectué le 22 juin 1950. Les échantillons 
étaient tous ensemencés en milieu « 65 » en deux séries paralléles, l'une 
en eau douce, l'autre avec addition de 15 g par litre de chlorure de sodium. 

Le processus débute avec une intensité exceptionnelle, jamais observée 
par nous antérieurement [4]. Nous désignerons les ensemencements par le 
numére de Véchantillon. Au bout de quarante-huit heures, 74 (1 et 2) présen- 
tent un trouble trés prononcé, avec formation de soufre élémentaire surna- 
geant 4 la surface du liquide et retombant au fond du récipient au bout 
de quatre jours pour le premier. La culture 53 (1) est A peine opalescente 
ei sur 53 (2) s’est formée une pellicule trés mince. Les fioles 86 sont trou- 
bles avec, en milieu saumatre, une pellicule blanche de surface. 95 est 
faiblement opalescent. 

Au bout d’une semaine le réactif iodo-amidonné donne une indication 
négative, le pH étant descendu A 3,0-4,0 sauf pour 53 (1) pour lequel la 
réaction du thiosulfate est encore positive et le pH de 8,8 en eau douce et 


6,1-6,5 en eau saumatre, de méme que pour 53 (2) en eau douce avec un 
pH de 6,0. 


Ces premiéres séries de cultures montrent que les germes spécifiques 
oxydant le thiosulfate avec dépdt de soufre élémentaire des échan- 
tillons étudiés sont tous nettement halophiles, mais tolérants A l’eau 
douce, 4 l’exception probable de 53 (2). 

Beijerinck [5] indique que Nathanson a observé l’oxydation du 
thiosulfate par des souches marines, et Bunker [6] signale que Issa- 
tchenko et collaborateurs ont isolé, de Veau de mer, 
possédant les mémes propriétés. 

L’examen microscopique de ces cultures, particulitrement celles des 
échantillons 74, révéle déja la présence prédominante de deux orga- 
nismes du groupe Thiobacillus thioparus : un batonnet, Gram négatif, 
de 15 a 2,5 et un organisme ovale, Gram négatif, d’environ 1 U- 


Les corps bactériens sont mélangés 4 des gouttes de soufre sphériques 
et 4 des cristaux. 


3  souches 
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Le repiquage de ces séries n’a pu étre effectué que quatre mois plus 
dard, en milieu « 65 » saumatre, employé couramment par la suite, puisqu’il 
était nettement démontré qu’il s’agissait d’especes halophiles. Le résultat 
a été entiérement négatif. Nous n’en n’avons pas été trés surpris, car les 
organismes du groupe Thiobacillus thioparus sont trés délicats. 

Cependant, lors des expériences faites en milieu de van Niel liquide [7], 
nous avons constaté, en l’absence des Rhodobactéries recherchées, que le 
sulfure de ce milieu était consommé, sans baisse de pH, d’ailleurs, ni 
production importante de soufre élémentaire. 

Nous avons ainsi conservé, pendant plusieurs mois, des séries succes- 
sives de cultures filles et la série des cultures brutes en milieu de 
van Niel, puis, en mars 1951, ces séries ont été additionnées d’une quantité 
appropriée de thiosulfate de sodium, Nous avons constaté une réponse 
plus ou moins rapide des divers échantillons, & l’exception du 53 (1). Au 
bout de vingt-quatre heures, le 86 se couvrait d'une pellicule de soufre 
et l’examen microscopique y révélait la présence du batonnet déja observe, 
accompagné de gouttelettes et de cristaux de soufre. Pour les autres 
échantillons, l’activité ne s’est manifestée qu’au bout de trente jours 
environ, le 95 étant le plus actif. 

Des repiquages ultérieurs en milieu « 65 » nous ont permis de vérifier 
qu'il s’agissait bien d’espéces du genre Thiobacillus thioparus des types 
observés au début. 


Ces résultats montrent la présence de souches de l’espéce Thio- 
bacillus thioparus, oxydant les thiosulfates, dans tous les échantillons 
qui nous ont été soumis, a l’exception du 53 (2). 

L’activité oxydante a été particuli¢rement intense pour 1’échan- 
tillon 86. 

Deux souches ont été particuliérement mises en évidence. La pre- 
miére est une forme ovale d’environ 1 ww, Gram négative. La seconde 
est un batonnet, également Gram négatif, de 2 a 2,5 yw. Ce dernier 
se caractérise par sa grande résistance 4 la présence de H,S, qui ne 
lui est pas spécifique, et par ce fait qu’il reste 4 état latent jusqu’a 
l’addition du métabolite spécifique, le thiosulfate, qui provoque sa 
pullulation. 

Tous ces organismes sont halophiles facultatifs, sauf ceux trouvés 
dans l’échantillon 53 (1) qui semblent halophiles stricts. 


OXYDANTS DU SOUFRE ELEMENTAIRE. — Nous avons recherché, dans les 
échantillons étudiés, la présence de Thiobacillus thioparus (Waksman), 
connu jusqu’éA présent comme |l’agent principal de l’oxydation du 
soufre élémentaire en acide sulfurique. Nous avons utilisé la tech- 
nique de Waksman [8], déjé employée par nous dans nos travaux 
antérieurs [9]; elle consiste & ensemencer, dans des fioles d’Erlen- 
meyer, 100 cm? de milieu au soufre élémentaire, que nous appellerons 
milieu « 68 ». Le développement de l’organisme recherché se constate 
facilement : le pH du milieu, primitivement égal 4 4,5-5,0, tombe 
brusquement A 3,0 et, bientdt, au voisinage de 1,0. 


Comme pour les essais précédents, nous avons ensemencé deux séries 
paralléles : l’une dans l’eau douce, l’autre dans eau salée a 15 g de 
ClNa/1; Yune et l’autre en milieu « 68 ». Au bout de quatorze jours, 
le pH de la culture 86 est tombé a 1,5. Pour les autres, il était voisin 
de 2,0. Le soufre était visiblement attaqué. Les cultures 53 étaient les 
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moins actives. Les cultures les plus actives étaient manifestement celles 
en milieu saumAatre, celle de 53 (1) étant la moins tolérante envers l'eau 
douce. 

L’examen miscroscopique révélait la présence d’un trés petit batonnet 
Gram positif, ayant un stade mobile, dans toutes les cultures, mais parti- 
culierement prédominant dans Ja culture 86. 

Toutes les cultures ont été repiquées, en milieu saumatre, au eal de 
quatre mois. Les résultats obtenus étaient analogues 4 ceux de la série- 
mere, 


Ces résultats prouvent la présence de Thiobacillus thioorydans dans 
tous les échantitlons étudiés, surtout dans les échantillons 86 et 95. 
Il convient de souligner que tous ces organismes sont halophiles 
facultatifs, ce qui a été signalé par Saslawsky, cité par Zobell [43]. 


OXYDANTS DE L’HYDROGENE SULFURE. — Nous avons utilisé la méthode 
de van Niel [7] qui consiste 4 remplir du milieu approprié des flacons 
de 150 cm* bouchés A Vémeri ef scellés avec de la paraffine. Ce milieu, 
dtiment ensemencé, était additionné de 15 g par litre de CINa, les 
expériences précédentes ayant montré qu il s’agissait d’organismes 
halophiles. Les ensemencements, effectués le 4 octobre 1950, ont 
également été réalisés en tubes A essais contenant le méme milieu 
avec bouchon de coton et de liége de manipulation plus facile. 


Au bout de quinze jours, seuls le flacon et le tube correspondant 
4 Péchantillon 53 (2) présentaient des pullulations rose pale. Nous ne nous 
occuperons plus que de celte culture, Ila seule qui ait donné des Rhodo- 
thiobactéries. 


L’examen de cette culture y a révélé la présence de plusieurs 
espéces de Thiorhodacées : Lamprocystis, formant une membrane sur 
la paroi éclairée du récipient, Amoebobacter granula, Amoebobacter 
bacillosus, ainsi qu’une forme se rapprochant de Rhabdochromatium, 
mais dont les cellules sont plus arrondies et une espéce du genre 
Chromatium, petite, trés mobile, qui n’a pas supporté les conditions 
de laboratoire (1). 


Ces espéces sont nettement halophiles, fait déja signalé par 
Gietzen [40]. 


Nous avons elfectué de nombreux repiquages de _ vérification soit 
directs, soit apres 4 et 5 dilutions. La durée de chaque essai étaif d@’environ 
trente jours, avec vérification presque quotidienne du pH et de la présence 
de H,S. Dans tous les cas, nous avons retrouvé, en plus ou moins grand 
nombre, les espéces observées au premier examen. Les trop grandes dilu- 
tions ne donnent pas de résultats trés nets, les souches ont tendance a 
dépérir. Ce sont celles qui donnent des pelllicules ou des amas gélatineux 


qui se prétent le mieux au repiquage avec dilution en raison du caractére 
de leurs pullulations. 


Ces observations montrent que léchantillon 535 (2) contient un 
mélange de plusieurs espéces de Thiorhodacées, qui restent stables, a 
condition de les laisser en mélange en culture brute réalimentée a 
intervalles réguliers. Ces espéces sont halophiles. 


(1) D’aprés des résultats exposés dans un autre travail, les espéces du 
genre Chromatium supportent mal les conditions de culture au laboratoire, 
méme en culture brute, ayant besoin d’ean courante. 
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FLORE associzkE. — Bien que ce soit sortir du sujet de cette commu- 
nication, nous signalerons la présence, dans la flore microbienne 
de nos échantillons étudiée par l’un de nous, d’organismes connus pour 
leur réle défini dans le cycle du soufre. 

Parmi les aérobies hétérotrophes, nous avons trouvé, de facon 
constante et prédominante, des organismes du groupe Bacillus subtilis- 
Bacillus mesentericus, dont Guitonneau [44] signale qu’ils oxydent le 
soufre en thiosulfates. 

Parmi les anaérobies producteurs d’hydrogéne sulfuré, nous par- 
lerons d’abord des réducteurs des sulfates. Des cultures effectuées sur 
place par J. Debyser, en milieu de van Delden, ont donné des résultats 
positifs. Des tubes de ces cultures nous ont été envoyés immédia- 
tement par avion. Nous y avons observé des colonies du type Vibrio 
desulfuricans que nous avons pu culfiver dans Je méme milieu, mais 
qui n’ont pas survécu 4 un second repiquage. Dans les échantillons 
regus en flacons, nous n’avons pu retrouver de facon certaine et 
cultiver, temporairement, ce type que dans les échantillons 58. 

Nous n’avons pu mettre en évidence d’autres types de réducteurs 
de sulfates. En revanche, nous avons trouvé des réducteurs des 
sulfites caractéristiques, trés actifs et persistants, dans les échan- 
tillons 74 et 86. 

Enfin, des échantillons 538, 74 et 86, nous avons extrait des cultures 
purifiées de Clostridiales qui donnaient une abondante production 
de H,S a partir du soufre organique (eau peptonée, par exemple). 

Dans des échantillons de sédiments marins et lagunaires (méme 
lagune), Callame [42] signale également des souches de Clostridiales 
sulfato-réductrices, sulfito-réductrices et désulfhydrylantes. 


Résumé EY concLusions. — L’étude de la flore autotrophe, oxydant le 
soufre et ses composés, de divers échantillons de sédiments de la 
lagune barrée d’Abidjan nous a conduits aux principaux résultats 
suivants : 

1° Les 7 échantillons étudiés renfermaient un organisme du genre 
Thiodbacillus thiooxzydans, aérobie, oxydant le soufre élémentaire en 
acide sulfurique. 

2° 6 échantillons sur 7 contenaient deux organismes appartenant 
au genre Thiobacillus thioparus, aérobie, oxydant le thiosulfate et 
déposant du soufre 4 lextérieur des cellules. 

3° Ces organismes subsistent en présence d’hydrogéne sulfuré qu’ils 
consomment sans abaissement de pH. 

4° Dans un seul des 7 échantillons nous avons observé 5 especes 
appartenant aux Thiorhodacées, organismes anaérobies formant un 
pigment rouge, pouvant, grace a l’énergie lumineuse, réduire l’hydro- 
gene sulfuré avec dépot de soufre a l’intérieur des cellules et, dans 
Vobscurité, oxyder ce soufre en sulfate par réduction du CO, 
emprunté au carbonate de sodium. 

5° Tous ces organismes sont plus ou moins halophiles. Nous 
rappelons que ce fait a déja été signalé en ce qui concerne Thiobacillus 
thioparus, les Thiorhodacées, et Thiobacillus thioorydans. 
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ACTION DE LA TERRAMYCINE 
SUR LA FLORE INTESTINALE AEROBIE 
DU COBAYE ET DU CHAT 


par L. CARRERE et J. ROUX. 


(Travail du Laboratoire de Microbiologie. 
Faculté de Médecine, Montpellier.) 


Les modifications apportées par les divers antibiotiques a la 
flore intestinale des malades sont plus ou moins importantes suivant 
Vantibiotique utilisé [2, 6, 7]. La terramycine, par son activité et 
l’étendue de son spectre bactérien, parait avoir une action particu- 
ligrement intense [4, 3]. Dams cette note, nous apportons les pre- 
miers résultats d’une expérience en cours sur les modifications subies 
par la flore intestinale du cobaye et du chat. 

I. Action chez le cobaye. — Un lot de 6 cobayes de 450 g environ 
est étudié pendant huit jours du point de vue flore intestinale aérobie, 
4 raison d’un examen quotidien. A Vissue de cette période d’obser- 
vation chaque cobaye recoit 20 mg par jour de terramycine, en deux 
prises orales, au moyen d’une sonde. Chaque jour un examen de selle 
est pratiqué par ensemencement sur bouillon gélosé, lactosé, tourne- 
solé et identification des différentes colonies obtenues, 

Le tableau suivant donne les résultats pour 10 examens. Chaque 
chiffre indique le nombre de fois ot le germe a été décelé. 

Nous constatons la disparition de E. coli et des coliformes dés le 
deuxi¢me jour et leur réapparition, avec moins de fréquence au 
cinquiéme jour, la diminution du staphylocoque non pathogéne et la 
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PENDANT TERR 
AVANT N RRAMYCINE 


terramycine 


2° jour 5° jour 10° jour 


Escherichia coli et coliformes. 
Streptococcus fecalis 

Proteus 

Staphylocoque non pathogéne. 
Stuphylocoque pathogéne. . . 


fréquence légérement plus grande de Streptococcus fecalis. Au cin- 
quiéme jour le Proteus apparait et devient constant au dixiéme jour. 
L’apparition au deuxiéme jour d’un staphylocoque pathogéne chez un 
cobaye a coincidé avec la mort de celui-ci (cobaye I). 

L’observation de chaque cobaye donne : 

Cobaye I. Dés le deuxiéme jour, présence de staphylocoque doré 
pathogéne, attaquant la mannite (milieu de Chapman), coagulase test 
positif, élaborant une entérotoxine mise en évidence par injection intra- 
péritonéale au chat (Kitten test de Dolman et Wilson). Le cobaye 
meurt le deuxiéme jour. L’autopsie ne révéle aucune Iésion macro- 
scopique, pas de perte de poids, cultures du sang, de la rate et du 
foie négatives. Si la cause de la mort de l’animal n’est pas siirement 
élucidée, l’action de la toxine staphylococcique est a envisager. 

Cobaye II. Mort accidentelle le deuxiéme jour. 

Cobaye III. Amaigrissement important dés le cinquiéme jour (dimi- 
nution de poids de 12 p. 100). Quelques phénoménes diarrhéiques, 
appétit conservé. Arrét de l’antibiotique au sixiéme jour. En quelques 
jours, ce cobaye reprendra son poids initial et survivra normalement. 

Cobaye IV. Au cinquiéme jour, perte de poids de 10 p. 100, présence 
de Proteus dans les selles. Mort le sixiéme jour. A l’autopsie, cobaye 
trés amaigri. Les cultures du sang, de la rate, du foie et de ]’urine 
(prélevée dans la vessie) mettent en évidence pour tous les prélé- 
vements deux microbes : Proteus mirabilis et Streptococcus fecalis. 

Cobaye V. Ce cobaye se cachectise peu 4 peu. A partir du huitiéme 
jour, présence de Proteus dans les selles. Hérissé, en boule, il ne 
mange presque plus, meurt le dixiéme jour. A l’autopsie, cachexie 
considérable, perte de poids de 35 p. 100. Les cultures du sang, de la 
rate, du foie et des urines sont toutes négatives. 

Cobaye VI. Ce cobaye présente au dixiéme jour le méme aspect que 
le précédent ; nous supprimons alors |’administration de terramycine. 
Au quatorziéme jour, la flore fécale est normale, mais persistance du 
Proteus. Le cobaye reste cachectique et meurt au dix-huitiéme jour. 
A l’autopsie, perte de poids de 40 p. 100. Les cultures du sang et de 
la rate mettent en. évidence du Proteus mirabilis. Tous les germes 
isolés et testés A la terramycine se sont montrés résistants 4 plus 
de 500 ug. 

En résumé, en administrant per os la terramycine a des cobayes, 
nous avons observé : 
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Une mort tres rapide (deuxigme jour), sans lésion organique macro- 
scopique, d’un cobaye présentant dans ses selles un staphylocoque 
pathogéne entérotoxique ; 

Pour 4 cobayes, aprés quelques jours d’absorption de l’antibiotique, 
installation d’un état de dénutrition qui va jusqu’& la cachexie. Cet 
état coincide avec l’apparition du Proteus dans les selles, il est réver- 
sible si on cesse la terramycine au cinquiéme jour; il parait irré- 
versible si l’antibiotique est continué plus de dix jours. Dans deux cas, 
le Proteus est mis en évidence apres la mort, dans le sang et dans 
divers organes ; dans un de ces cas, il était associé au Streptococcus 
fecalis. 

Quelle signification pouvons-nous attacher 4 la présence de Profeus? 
Avant d’en discuter, considérons l’action de la terramycine sur 
fe chat. 

If. Action sur le chat. — Nous avons soumis un lot de trois jeunes 
chats de 1 mois a ]’action de la terramycine (20 mg par jour en deux 
prises). Nous avons choisi cet animal, car sa flore intestinale et son 
régime alimentaire se rapprochent de ceux de l’homme. Par ailleurs, 
le jeune chat a une sensibilité particulitre aux staphylocoques entéro- 
toxiques. Avant Vadministration de terramycine, la flore est composée 
essentiellement de E. coli, coliformes, fecalis alcaligenes, staphylo- 
coque blanc non pathogéne et entérocoque. Dés le deuxiéme jour du 
traitement les coli, coliformes et fecalis alcaligenes disparaissent. Seuls 
restent les cocci 4 Gram positif. Nous n’avons pas constaté l’appa- 
rition de Proteus ni de staphylocoque pathogéne. Nous avons supprimé 
la terramycine chez un des animaux au cinquieme jour <: dés le len- 
demain la flore est revenue & sa composition primitive. Les deux 
autres animaux ont ¢té traités pendant vingt-cing jours : leur flore 
est restée composée uniquement de cocci Gram positifs, mais aucun 
trouble n’a été décelé dans le comportement de l’animal : croissance 
et poids sont restés identiques 4 ceux des animaux non trailés. 

La terramycine a done chez le chat une influence sur la flore intes- 
tinale, mais ja modification de celle-ci ne s’accompagne pas des 
troubles constatés chez le cobaye. La différence essentielle est la pré- 
sence de Proteus chez le cobaye et son absence chez le chat. 

Le Proteus n’est pas un héte habituel « résident » du tube digestif 
du cobaye ; sans doute est-il un passager « transient » qui peut a la 
faveur d’un changement de conditions locales pulluler et méme 
demeurer seul aérobie de la flore intestinale. L’action inhibitrice de 
la terramycine sur Jes microbes intestinaux, son inaction relative sur 
le Proteus créent ces conditions. 

Le Proteus a-t-il provoqué la mort par septicémie? Nous avons 
décelé ce germe post mortem dans le sang et les organes dans 
la plupart des cas. Cette constatation est-elle suffisante (1) ? 

‘ Le Proteus a-L-il entrainé la mort en provoquant |’état cachectigue ? 
Cet état coincide avec l’apparition du Proteus dans les selles: on 


(1) Renoux {4 ayant décelé | le Proteus, par hémoculture et dans 
les feces, chez les cobayes atlteints de cachexie mortelle au cours du trai- 


lement de la brucellose expérimentale par Vauréomycine, admet son 
role efficient. 
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pourrait donc penser que, par son action protéolytique amenant une 
putréfaction importante empéché l’assimilation du fer jonisé et des 
acides aminés, notamment des acides aminés hématogénes, trypto- 
phane et histidine, le Proteus est en cause. 

Ne s’agit-il pas d’un épiphénoméne, la disparition sous 1l’influence | 
de la terramycine, de la flore intestinale normale créant une véritable 
avitaminose par défaut de synthése bactérienne. Le Proteus aurait un 
réle de « microbe de sortie », le Streptococcus fecalis jouant ce méme 
réle. Notons d’ailleurs que le rdle possible de ce dernier germe a déja 
été signalé chez des malades traités par ja streptomycine [5]. 

Quant a expliquer l’absence de troubles chez le chat, malgré les 
modifications de la flore intestinale, nous pouvons admettre un réle 
du régime alimentaire et l’aptitude plus grande des diastases intes- 

- tinales du chat a suppléer a la carence des enzymes microbiennes. 

Nous essayons, dans des trayaux en cours, de préciser ces divers 

points de vue. 
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CONTRIBUTION A L’ETUDE DE LA FLORE MICROBIENNE 
DES CARIES DENTAIRES 


par J. BRISOU et G. MOUSTARDIER. 


(Clinique Stomatologique de la Faculté de Médecine 
el Laboratoire de l’Ecole de Santé Navale, Bordeauz.) 


Notre intention n’est pas de faire une étude synthétique des diffé- 
rentes bactéries rencontrées dams les caries dentaires par jes stoma- 
tologistes et les bactériologistes qui ont pu se livrer 4 maintes reprises 
a cette enquéte. 

Nous voulons simplement, Aa propos de prélévements pulpaires 
effectués dans je service de siomatologie de la chaire d’Odonto- 
Stomatologie de la Faculté de Bordeaux (1), souligner quelques détails 
que nous suggére cette étude bactériologique. 


@) Nous remercions M. le professeur Dubecq de nous avoir permis la 
publication de ces résultats. 
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Les prélévements faits par M. le Dt Duluc, Chef de Clinique, 
consistaient en émulsions pulpaires dans du sérum_physiologique 
stérile (2 cm? environ pour chaque échantillon). Ces mélanges étaient 
adressés au laboratoire immédiatement aprés le prélévement. Les 
premiers ensemencements furent pratiqués sur gélose ordinaire et sur 
gélose au sang. Devant l’inconstance des résultats et surtout la fré- 
quence des cultures négatives, il a paru préférable de recourir a des 
ensemencements en gélose Veillon selon la technique classique : tubes 
longs et de faible calibre. 

Grace A cette méthode, on pouvait plus fréquemment isoler une ou 
deux espéces microbiennes 4 partir des émulsions ensemencées. De 
Vensemencement de ces cultures, il est possible de tirer les ensei- 
enements suivants : 

Les 15 pulpes cultivées ont fourni 11 résultats positifs, soit 
71,5 p. 100. 

Deacon et Schwartz, en 1935 [4], apres une enquéte portant sur 
des prélévements effectués au laboratoire sur des dents extraites et 
sciéés A l’apex, ont obtenu 85,2 p. 100 de cultures positives. Le fait 
que nos ensemencements avaient pour point de départ des émulsions 
pulpaires pratiquées in situ, permet d’expliquer la différence des 
pourcentages positifs. 

La flore microbienne était relativement pauvre et d’aspect monotone. 
Elle se répartissait ainsi : 


Sireptocoecuss ecu lis Ata Hu Suelo eee ayes Tee 3 fois 
Strenlococcussntlts Ra 2 msn) ket ah ae 3 — 
BACtovacillLusnOCOnlolescus some ee ee ne 4 — 
COLORING so. renege grat eaten Sauk Serre ete eg ke Bones Tae ae { — 
Corymebaelervum (Nemo pluie) a etc) saree ence ee cere {4 — 


Le Lactobacillus accompagnait deux fois un Streptococcus mitis. Le 
coliforme fut rencontré en association avec un Streptococcus fecalis. 

Il n’a jamais été isolé de spirilles, de Fusiformis ou de hactéries 
de la putréfaction. 

Ces résultats s’accordent tout a fait avec ceux de Deacon et 
Schwartz [4]. Il faut noter l’absence de streptocoques hémolytiques, 
fait déja souligné par plusieurs auteurs et l’un de nous [2] lors 
d'une étude poursuivie sur l’hémoculture gingivale dans la pyorrhée 
alvéolo-dentaire. Selbie et ses collaborateurs [3] ont également attiré 
Vattention sur cette particularité lors de recherches effectuées sur la 
flore microbienne comparée de l’endocardite maligne, du rhino- 
pharynx et des dents. 

La flore dominante, et quasi constante, est A base de streptocoques 
oo hémolytiques du groupe D (St. fecalis) ou du type salivarius- 
mitis. 

Le Corynebacterium isolé, une seule fois du_ reste, répondait aux 
caractéres de Corynebacterium endocarditis décrit par Diaz et 
Arjona [4] et que l’un de nous a pu retrouver dans des hémo- 
cultures de sujets atteints d’endocardites subaigués (en collaboration 
avec Ch. Berge [5]). Il résulte donc de ces résultats et des travaux 
(autres auteurs que, quels que soient le procédé et le mode de préle- 
vement (dents extraites, hémoculture gingivale, lavage de pulpe 
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vivante) les conclusions sont superposables. La flore de la dent cariée 
est pauvre ; elle offre surtout des streptocoques non hémolytiques avec 
de temps & autre quelques espéces aberrantes. 

Les ensemencements pratiqués en gélose profonde donnent des 
résultats plus constants que les cultures aérobies. 

Ces cultures ne sont jamais abondantes; deux tubes de gélose 
Veillon par centimétre cube d’émulsion de pulpe suffisent a l’obten- 
tion de colonies faciles & séparer. I] est bon de laisser les cultures 
se développer pendant au moins quarante-huit A soixante-douze heures. 
Dans certains cas, l’apparition de colonies n’a lieu que vers le qua- 
triéme ou cinquiéme jour. 
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INFLUENCE DE LA SECRETION THYROIDIENNE 
SUR LA CROISSANCE DES TUMEURS 


li. — ACTION DE LA THYROIDECTOMIE 
SUR LA CROISSANCE DU CANCER EXPERIMENTAL 
GREFFE DU RAT BLANC (SOUCHE T DE GUERIN). 


par M. DARGENT, J. VIALLIER et E. GUINET. 


(Laboratoire de Médecine Expérimentale [professeur JossERanp | 
et Centre Anticancéreux de Lyon [professeur Santy].) 


Nous avons étudié, de février 1948 a février 1951, les effets de la 
thyroidectomie sur la croissance de la tumeur T.8 de Guérin (adéno- 
carcinome utérin) chez le rat blanc. Seize séries d’expériences ont 
été faites. 

La thyroidectomie a été pratiquée chirurgicalement sous anesthésie 
générale A 1’éther, par incision transversale du cou et dissection de 
bas en haut du nerf récurrent dans son trajet intraglandulaire, aprés 
section franche des muscles médians et écartement des glandes sous- 
maxillaires. L’exérése du parenchyme a été faite par dissociation des 
adhérences naturelles du plan trachéo-cesophagien, et 1’hémostase 
par compression temporaire (1). 


(1) Nous tenons & remercier M. le professeur Hermann qui a mis le 
Laboratoire de Physiologie A notre disposition, pour réaliser cette inter- 
vention. 
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Chaque série comportait 5 animaux (soit en tout 80) ; 50 ont pu 
étre conservés ; la mortalité opératoire ou post-opératoire a donc été 
de 37,5 p. 100 ; elle est due a des accidents d’anesthésie, 4 des hémor- 
ragies, & des accidents de dyspnée précoce entrainée par la paralysie 
récurrentielle, & la tétanie du deuxiéme au sixiéme jour. Les animaux 
étaient Agés de 4 mois et appartenaient 4 une souche contrdlée 
(souche de Commentry), indemne de cancers spontanés. Le régime 
était constitué de pain et de pommes de terre. 

La greffe a été faite au trocart, sous la peau du dos, dans des délais 
variables aprés la thyroidectomie ; nous les préciserons plus loin. 

Les animaux ont tous été sacrifiés dés qu’une tumeur menagait 
de s’ulcérer & la peau, de maniére A éviter les erreurs dues a la 
surinfection. En général, l’autopsie a été faite au vingt-cinquitme jour. 
Une série a été sacrifiée au vingt-huitiéme, une autre au quinziéme 
jour. 

A part 8 qui ont vécu isolés, tous ont été placés dams des cages 
contenant de 3 a 5 rats. 

Les observations de chaque série d’animaux thyroidectomisés ont 
été soumises A la comparaison avec celles d’une série d’animaux 
témoins soumis aux mémes conditions de régime et d’environnement. 
Les résultats nous ont semblé varier en fonction du sexe des animaur 
et des délais entre la thyroidectomie et la greffe. 

Sur les 104 animaux observés (50 thyroidectomisés, 54 témoins 
ayant parfois servi de contrdle a deux séries d’opérés), nous avons 
établi deux grandes catégories d’expérience 

le 24 ont été greffés de siz @ dix jours gu plus aprés la thyroidec- 
tomie. 

2° 28 ont été greffés de treize & vingt-huit jours au plus aprés la 
thyroidectomie. 


1° Erupr DES EFFETS DE LA THYROIDECTOMIE SUR LA GREFFE PRECOCE. — 
18 femelles et 6 males ont été opérés et suivis. 

Les résultats ont été trés variables. Sur 5 séries de femelles, on 
observe les modifications suivantes de poids des tumeurs 


FEMELLES OPEREES FEMELLES TEMOINS 


Poids 


Nombre 
(animaux 


Nombre 
de pesées 


moven 


en ¢ 


410 


Nombre 
(animaux 


ot ho 


Nombre 
de pesées 


Gk Who wm 


On peut ajouter & ces résultats digparates, les remarques suivantes 
Dans les trois premiéres séries ot la croissance des tumeurs a été 
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bien plus importante, les animaux opérés et les témoins avaient gardé 
strictement leur poids ou avaient augmenté de 4 A 5 p. 100 de leur 
poids de départ ; 

Dans les deux derniéres, alors que les témoins avaient engraissé 
également de 6 p. 100, les opérés avaient perdu 23 p. 100 de leur poids 
initial. 

D’autre part, ces deux séries ont été faites |’hiver (décembre 1950, 
février 1951) les animaux ont séjourné au moins deux jours par 
semaine dans un laboratoire ot la température était de 6°. Les thyroi- 
dectomisés ont donc été soumis a l’action du froid. Ils présentaient 
des signes de cachexie, perdaient leur poids et restreignaient leur 
alimentation. . 

Sur les trois séries de méles, on observe les modifications suivantes : 

Dans ces séries, les modifications du poids des animaux ont été 
insignifiantes ; dans l’ensemble, les opérés avaient maigri de 4 A 
5 p. 100 de leur poids initial. 


MALES OPERES MALES JEMOINS 
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animaux 
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Nous avons comparé Ja tendance aux métastases de ces tumeurs dans 
les deux catégories d’animaux. 

Chez les femelles, on trouve un nombre strictement égal de méta- 
stases ganglionnaires ou inguinales, chez les opérées et les témoins 
(3 cas). 

Chez les méles, on observe chez un seul opéré, sacrifié au trente- 
huitiéme jour, une trés grande quantité de métastases : surrénales, 
mésentériques, pulmonaires et ganglionnaires. 


2° EruDE DES EFFETS DE LA THYROIDECTOMIE SUR LA GREFFE TARDIVE. — 
17 femelles et 9 males ont été opérés et suivis. 

Les résultats ont été beaucoup plus constants que dans la premiére 
série. Sur 5 séries de femelles, on observe les modifications suivantes 
du poids des tumeurs. 

Dans 3 séries, il n’y a pas eu de modification du poids des 
animaux ; dans 2, le poids a augmenté de 8 p. 100. Si tous maigris- 
saient dans la semaine qui suivait l’intervention, ils récupéraient 
pratiquement tous leurs poids. Le froid ne semble pas avoir exercé 
d’influence notable. 

Sur les 8 séries de males, on observe les modifications suivantes 

Il n’y a eu aucune modification appréciable du poids des animaux. 

Dans les deux derniéres séries d’expérience autant pour les effets 
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de la greffe précoce que de la greffe tardive, mous avons contrdélé 
Lhypophyse et les surrénales. Dans toutes, nous avons vérifié 1’état 
du conduit trachéo-cesophagien A l’autopsie. 


MALES OPERES FEMELLES OPEREES 
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Nombre 
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Macroscopiquement, dans tous les cas, il a été possible de retrouver 
des fragments de corps thyroide au contact de l’cesophage ou dans 
Vangle trachéo-cesophagien. 

Fn conséquence, nous pensons que ce sont donc pratiquement 
toujours des thyroidectomies subtotales qui ont été pratiquées. La 
survie sans signe de tétanie est certainement une autre preuve expé- 
rimentale de ce fait. 

L’examen_ histologique au sixiéme jour montre, dans un cas, un 
fragment thyroidien trés altéré ; dans un autre, au sein d’un amas 
scléreux, un fragment de parenchyme A cellules cubiques avec colloide 
rare et vacuolisées. 

L’examen histologique au _ dix-septitsme jour 
fragments des signes d’hyperplasie trés nette. 

Les corps thyroides des animaux témoins étaient tous normaux. 

L’examen macroscopique des hypophyses chez les animaux greffés 
précocement montre des différences insignifiantes : 4,60 mg pour les 
thyroidectomisés contre 4,50 mg chez les témoins. 

Par contre, les différences sont beaucoup plus sensibles chez les 
animaux greffés tardivement : 6 mg pour les opérés, contre 4,5 mg 
chez les témoins. Les altérations histologiques nous ont paru ininter- 
prétables. 


Knfin, examen des surrénales montre peu de modifications : elles 


montre dans _ les. 
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pésent 19,50 mg chez les témoins et 19,65 mg chez les animaux greffés 
précocement, contre 18,3 mg chez les animaux greffés tardivement. 

Chez les animaux greffés précocement, la glomérulée est mal visible 
et il y a hyperplasie de la fasciculée. Chez les animaux greffés tardi- 
vement chez qui les glandes sont congestionnées et cedémateuses, 
d’aspect macroscopiquement hémorragique, deux fois sur trois, il y a 
prédominance de la couche spongiocytaire. 

En conclusion, il semble que la thyroidectomie « chirurgicale », 
c’est-a-dire anatomiquement incompléte, entraine des modifications de 
la croissance d’une tumeur greffée, surtout manifestes lorsque la greffe 
est faite dix jours aprés l’intervention. 

La tumeur T.8 de Guérin semble freinée dans son évolution, chez 
la femelle. Il faut sans doute considérer cet effet comme le résultat 
d’une réaction fonctionnelle hypophysaire a effet thyréotrope et peut- 
étre gonadotrope, les effets chez le mdle semblant différents. 


RECHERCHES SUR LE VENIN DE V/PERA URSINII 
par R. DUGUY. 


(Laboratoire du Muséum d’Histoire Naturelle, Nantes.) 


Deux Vipera ursinii, capturées sur les pentes nord du mont 
Ventoux (Vaucluse), nous ont permis de faire une courte expérience 
sur la toxicité de leur venin. Nos essais ont été limités a des épreuves 
de toxicité sur la souris blanche. Le venin de V. ursinii est incolore, 
blanc lorsqu’il est desséché. Comme celui de V. aspis, il se dissout 
facilement dans l’eau. 

Toutes les solutions que nous avons utilisées étaient fraichement 
préparées & raison de 2 mg du produit sec par centimétre cube d’eau 
physiologique. P 

Voici les résultats obtenus. 

Mesure de la toxicité du venin de V. ursinii sur la souris de 15 g 
environ. 


NUMERO DOSES NE VENIN YOIE 
5 injectées Pes ae RESULTATS 
des souris en mg de Vinjection 


Sous-cutanée. Survit. 
Sous-cutanée. Survit. 
Sous-cutance. Survit. 
Sous-cutanée. Survit, 
Sous-cutanée. Morte en 44 heures. 


Intra-péritonéale. Survit. 
Intra-péritonéale. | Morte en 4 h. 30. 


Intra-veineuse. Survit. 
Intra-veineuse. Survit. 
Intra-veineuse. Survit. 


0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
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La dose toxique pour ia souris est voisine de 0,40 mg lorsque le 
poison est introduit sous la peau. Notre provision de venin Ctant 
épuisée, il ne nous a pas été possible de déterminer exactement la 
dose mortelle par voie veineuse. Néanmoins il ressort de cette expe- 
rience, qu’elle est supérieure a 0,15 mg, dose A laquelle le venin de 
Vipera aspis, dans les mémes conditions, tue trés rapidement. 

Si on compare en effet les résultats des différents expérimentateurs, 
on constate que le venin de V. ursinii est moins toxique que celui de 
V. aspis. Introduit sous la peau de la souris, il est quatre fois moins 
toxique 


Doses minima mortelles de V. aspis et de ¥. ursinii 
administrées sous la peau de la souris. 


\ 0,14 mg soit 11,6 mg/kg (M. Phisalix). 


V. aspis . 0,05 mg soit 2 mg/kg (P. Boquet). 
/ 0,10 mg soit 9 mg/kg (R. Duguy). 
V. ursinii....... =. 0,40 mg soit 28 mg/kg (R. Duguy). 


L’examen des souris mortes nous a permis d’étudier les Iésions 
anatomo-pathologiques de ]’envenimation. 

A Vautopsie on observe 

Dans la peau, au point d’injection, un cedéme hémorragique qui 
diffuse vers les tissus voisins. 

Sur le péritoine et Vintestin, des foyers congestifs et hémorragiques. 
Parfois des suffusions hémorragiques sur la tunique externe de l’intestin 
eréle, plus rarement sur 1’estomac. 

Dans le rein, on remarque dans quelques cas des petites taches hémor- 
ragiques dans le tissu rénal et une dilatation des vaisseaux du hile de 
Vorgane, mais souvent le rein conserve son aspect normal. 

Dans la rate et dans le foie, une réaction congestive. 

Dans le poumon, des hémorragies, parfois des petits infarctus, rare- 
ment la congestion d’un lobe entier. 

Dans le médiastin, une augmentation du volume des vaisseaux, qui 
sont gorgés d’un sang noirdtre et parfois une dilatation des vaisseaux 
coronalires. 

Voici d’autre part les résultats des examens histo-pathologiques de 
fragments de tissus prélevés sur les viscéres : 

Tube digestif : épanchements hémorragiques dans les séreuses de 
Vintestin et l’épiploon dont les vaisseaux sont dilatés et les capillaires 
rompus. 

Reins ; dilatation des vaisseaux du parenchyme, hémorragies des 
capillaires, altération des tubes collecteurs et des tubes contournés, 
rupture, par places, de l’épithélium et lésions de néphrite épithéliale. 

Rate : nombreux foyers hémorragiques. 

Foie : congestion surtout périportale, augmentation du diaméatre des 
capillaires ; quelques cellules du parenchyme sont vacuolaires. 

Poumon : épaississement des parois des alvéoles, quelques foyers de 
congestion cedémateuse. 

En résumé, Vipera ursinii capturée en France secrdte un venin 
incolore, hémorragipare, moins toxique que celui de la péliade ou de 


Paspic. Les lésions anatomo-pathologiques des animaux qui ont 
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succombé 4 une injection de ce venin sont comparables A celles des 
animaux intoxiqués par V. aspis et V. berus, en particulier celles du 
poumon, du foie, du rein (L. Vaillant-Hovius [4]) et du tube digestif 
(P. Boquet et A. Delaunay [2]). 

En raison de l’épuisement de notre provision de venin, il ne nous a 
pas été possible d’expérimenter in vitro. Nous espérons que de nouvelles 
récoltes permettront d’entreprendre des recherches sur les propriétés 
enzymatiques de ce poison, en particulier de préciser si le venin de 
V. ursiniit contient une l-amino-oxydase comparable 4 celle du venin 
jaune de V. aspis, ou s’il se comporte comme le venin incolore des 
aspics du Gers, qui est dépourvu de la propriété d’attaquer la leucine. 


BIBLIOGRAPHIE 


(4) L. Vatttant-Hovius. Thése de Bordeauz,. 1902. 

(2) P. Boourr. Venins de serpents et antivenins, 1 vol. Ed. médicales Flam- 
marion, Paris, 1948. 

(3] E. A. Zetter. Advances in enzymology, 1948, VIII, 459. 


Les communications suivanles paraitront en Mémoire dans_ les 
Annales de lInstitut Pasteur : 


Sur les conditions écologiques et les conditions de labora- 
toire. Etude comparée, illustrée par quelques observations 
sur les Thiorhodacées, par M™ H. Wryocrapsky. 


Action du venin de « Vipera aspis » sur les fibroblastes 
d’embryons de poulet cultivés « in vitro », par E. Lasrarcugs 
et J. Dr Fine Lasrarcugs. 


Application de la recherche des bactériophages 4a l’étude des 
eaux polluées, par A. Gurxin et J. Gozpawa-Le Bris. 


Recherches sur les facteurs qui conditionnent l’appartenance 
des bacilles paratyphiques B aux différents types de Felix 
et Callow. III. Nouvelles études sur les transformations de 
types par l’action des bactériophages extraits des bacilles 
lysogénes, par P. Nicotte et Y. Hanon. 


Contribution a l'étude des réactions d’hémagglutination et 
d’hémolyse conditionnée dans la tuberculose, par L. Lucen- 
tint et H. Borsverr. 


Gultures jeunes de bacilles tuberculeux et éléments filtrables 
de ces germes, par L. Nikcre et J. Brerey. 


Infection tuberculeuse abortive du cobaye déterminée par 
l’inoculation d’une ou quelques unités de bacilles tubercu- 
leux jeunes ou de produits pathologiques humains prélevés 
chez des sujets infectés de tuberculose ou atteints de cette 
maladie, par L. Nicre et J. Brerey. 
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Le déterminisme de la sporulation du « Bacillus megathe- 
rium ». Il. Effets de la pénurie du nitrate et des autres 
constituants minéraux du milieu synthétique, par N. GRELET. 


Observations préliminaires sur le phénoméne de « congluti- 
nation induite », par O. Bier. 


Etude de la toxine R2 du B. typhique, par M. Dicron, M. Ray- 
nAuD et A. TURPIN. 


Purification de la toxine et de l’anatoxine tétaniques, par 
A. Turpin, M. Raynaup et M. RovuyeEr. 


ELECTIONS 


MM. A. Castellani, Duchon et MU F. Tanner ont été élus membres 
de la Société Francaise de Microbiologie. 


LIVRE REQU 


H. Stanley Banks. — The Common Infectious Diseases, Edward Arnold 
and C°., London 1949, 354 pages, 22x14,5 cm., prix : 21 sh. 


L’auteur qui enseigne les maladies infectieuses au Medical College 
de l’Hodpital St. Bartholomew 4 Londres, présente dans un ouvrage 
destiné aux étudiants et aux praticiens, la symptomatologie, le 
diagnostic et le traitement des maladies infectieuses les plus communes. 
On y trouve successivement toutes les maladies de ]’enfance, depuis la 
diphtérie jusqu’a la varicelle, trés heureusement suivies de l'étude 
de la vaccine et de la variole, puis les autres maladies infectieuses 
méningococcie, poliomyélite, typhoide, etc. L’ouvrage se termine par 
une étude des diarrhées infantiles. Clair et bien illustré, le livre répond 
pleinement au but qu’il s’est proposé. 
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Le Gérant : G. Masson. 
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